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Einleitung 
1 
1 Einleitung 
1.1 Vorkommen, Biosynthese und Funktion von Glykanen und 
Glykokonjugaten in der Natur 
Neben Proteinen, Lipiden und Nukleinsäuren, stellen Glykane eine weitere wichtige Klasse 
der Biomoleküle dar. Glykane kommen einzeln (Glykosaminoglykane/ Proteoglykane) 
oder in Form von Glykokonjugaten an Lipide (Glykolipide) und Proteine (Glykoproteine) 
verknüpft vor (DeAngelis 2012; Dell 2002; Varki 1993; Yamakawa und Nagai 1978). Sie 
haben unterschiedliche Funktionen, wie Strukturgebung, Stabilitäts- und Funktions-
regulation von Proteinen, Einfluss auf Erkennungsprozesse, auf Zell-Zell-Kommunikation, 
auf die Lokalisierung in der Zelle (sogenanntes trafficking) und vieles mehr (Varki 1993). 
Dabei zeichnen sich Glykane durch ihre hohe Komplexität aus, welche nur indirekt im 
Genom festgelegt ist. Viele Hundert Gene und somit ca. 1% des Säugergenoms kodieren 
für Proteine, die in der Glykansynthese beteiligt sind, wie Glykosyltransferasen, 
Epimerasen, Glykosidasen, Transporter und Enzyme der Nukleotidzuckersynthese, aber 
auch Sulfotransferasen, Kinasen und andere modifizierende Enzyme (Cummings 2009; 
Lowe und Marth 2003). Das komplexe Zusammenspiel dieser Proteine, die gewebe- und 
statusspezifische Expressionsregulation, sowie die Bereitstellung von Substraten bestimmt 
die genaue Zusammenstellung der Glykaneinheiten (Lau und Dennis 2008; Lau et al. 
2007). 
Die Glykosylierung von Proteinen ist eine der wichtigsten posttranslationalen 
Modifikationen. Es werden zwei Haupttypen der Proteinglykosylierung, nämlich N- und 
O-Glykosylierung unterschieden (Aebi et al. 2010; Hanisch 2001). Die N-Glykosylierung 
geschieht im Endoplasmatischen Retikulum, wobei ein definiertes Oligosaccharid 
bestehend aus vierzehn Monosacchariden von Dolicholpyrophosphat en bloc auf ein 
Asparagin einer bestimmten Konsensussequenz (N-X-T/S) des entstehenden Proteins 
übertragen wird (Kowarik et al. 2006; Varki et al. 2009). Verschiedene Schritte des 
Glykantrimmings und der Qualitätskontrolle, wie zum Beispiel Erkennung im Calnexin-
Calreticulin-Kreislauf folgen, bis ein Protein mit einer N-Glykan-Minimalstruktur übrig 
bleibt (Aebi et al. 2010; Roth et al. 2010). Im medial-Golgi erfolgt die Verlängerung dieser 
Minimalstruktur in Richtung der unterschiedlichen Hauptklassen der N-Glykane: Oligo-
Mannose-Typ, Hybridtyp und Komplextyp (siehe Abbildung 1.1). Anschließend wird der 
N-Glykan-Grundkörper im trans-Golgi durch sequentielles Anhängen unterschiedlicher 
Monosaccharide verlängert und spezifische Glykandeterminanten werden ausgebildet. 
Einleitung 
2 
Abbildung 1.1: Schematische Darstellung verschiedener N-Glykanklassen (verändert nach (Varki et al. 
1999; Varki et al. 2009)) 
Die drei Hauptklassen der in Vertebraten vorkommenden N-Glykane werden graphisch gezeigt und ihre 
Synthese schematisch wiedergegeben. Im Menschen kommen hauptsächlich komplexe N-Glykane vor, 
welche unterschiedliche Verzweigungsgrade aufweisen. 
■ - GlcNAc; ● - Mannose; ▲ – Fucose 
 
Bei den Protein-O-Glykosylierungen unterscheidet man die O-Glykosylierungen des 
Mucin-Typs bzw. O-GalNAc-Glykosylierungen, sowie seltenere Glykosylierungsformen 
wie O-Fukosylierung, O-Mannosylierung oder auch die cytoplasmatische O-GlcNAc-
Modifikation, welche häufig als Gegenpart zur Phosphorylierung angesehen wird (Dell 
2002). Die O-Glykosylierungen des Mucin-Typs kommen auf Serin und Threonin vor. 
Dabei können ca. 20 verschiedene Polypeptid-GalNAc-Transferasen den ersten Schritt im 
Golgi katalysieren, bei dem GalNAc auf Serin oder Threonin des nahezu komplett 
gefalteten Proteins übertragen wird (Bennett et al. 2012). Darauf aufbauend können 
unterschiedliche Zucker durch spezifische Glykosyltransferasen angehängt werden, 
wodurch im Gegensatz zu den N-Glykanen mindestens sieben unterschiedliche core-
Strukturen entstehen (siehe Abbildung 1.2), die wiederum durch verschiedene Motive 
verlängert werden können (Hanisch 2001). 
Es wird vermutet, dass mehr als die Hälfte aller menschlichen Proteine N- und/oder O-
glykosyliert sind, was die Bedeutung dieser Modifikation hervorhebt (Apweiler et al. 
1999).  
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung typischer O-Glykan-core-Strukturen (modifiziert nach 
(Varki et al. 1999)) 
Dargestellt sind sieben häufige O-Glykan-core-Stukturen, welche in der weiteren Synthese modifiziert 
werden. 
■ – GalNAc; ■ – GlcNAc; ● – Gal 
 
Im Rahmen der N- und O-Glykane gibt es trotz der Vielzahl möglicher Verknüpfungen ein 
limitiertes Spektrum von Determinanten und Epitopen, die besonders häufig ausgebildet 
werden (Cummings 2009; Dell 2002). Eine wichtige Struktur stellt zum Beispiel N-
Acetyllaktosamin Typ II (LacNAc; Galβ1,4GlcNAc) dar. Modifikationen dieses 
Disaccharids führen zu Epitopen wie denen der ABO- oder Lewis-Blutgruppen. Häufig 
wird die LacNAc-Einheit wiederholt, so dass poly-N-Acetyllaktosamin (poly-LacNAc; 
[Galβ1,4GlcNAcβ1,3]n) entsteht, welches als Abstandshalter und Informationsträger dient 
(Demetriou et al. 2001; Lau et al. 2007; Ujita et al. 1999; Wang et al. 2011; Zhou 2003). 
Durch Regulation der spezifischen Glykandeterminanten auf einer Zelle kann der 
Informationsgehalt variiert werden. Auf Blutzellen ändert sich beispielsweise die 
Expression von linearen und verzweigten poly-LacNAc-Ketten (i- und I-Antigen) auf 
denen die Epitope präsentiert werden mit dem Entwicklungsstadium des Menschen und 
mit Krebserkrankungen (Hakomori 1999). Auch die Expression anderer Glykanepitope 
verändert sich mit Entwicklungsstadien und bei Krankheitsprozessen. So gibt es zum 
Beispiel spezifische Glykane, die präferiert auf Stammzellen exprimiert werden. Dazu 
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gehören SSEA3 und 4, (sialyl-)Lewis
X
 und das i-Antigen (Hirvonen et al. 2012; Lanctot et 
al. 2007). Andere spezifische Glykanstrukturen werden bei Krankheiten ausgebildet 
(Jankovic 2011; Lau und Dennis 2008). Dazu zählen beispielsweise α3-Fukosylierungen 
und verstärkte Sialylierungen (Jankovic 2011). α2,6-Sialylierung auf poly-LacNAc-Ketten, 
wird beispielsweise als regulatorisches Signal diskutiert, da dies zu einer Feinregulation 
der Galektinbindung beiträgt (Boscher et al. 2011; Song et al. 2009b; Stowell et al. 2008a; 
Zhuo und Bellis 2011).  
1.2 Galektine 
1.2.1 Vorkommen und Struktur 
Galektine sind Lektine mit Spezifität für β-Galaktoside und einer konservierten Sequenz 
bzw. Struktur der Bindetasche (carbohydrate recognition domain, CRD) (Barondes et al. 
1994a). Sie kommen in unterschiedlichsten Organismen, wie Vertebraten, Invertebraten 
und sogar Protisten und Viren vor, was auf eine frühe evolutionäre Entstehung und 
fundamentale Funktionen dieser Proteine hindeutet (Cooper 2002; Hirabayashi und Kasai 
1993). Die Expression von Galektinen unterscheidet sich dabei in Abhängigkeit vom 
Gewebetyp, Entwicklungszustand und äußeren Faktoren, wie z.B. Entzündungsmediatoren 
(Cooper 2002; Hughes 1999). Einzelne Galektine werden dabei in verschiedenen Geweben 
gebildet. Manche sind weitverbreitet (z.B. Galektin-1 und -3), andere sind gewebe-
spezifisch, wie zum Beispiel die Galektine-2 und -7 im Gastrointestinaltrakt (Cooper 
2002). Viele Zellen sekretieren einen Teil des intrazellulär gebildeten Galektins in ihre 
Umgebung. Dies geschieht über einen nicht-klassischen Sekretionsweg, da die Galektine 
kein Signal für die klassische Sekretion über das Endoplasmatische Retikulum tragen 
(Hughes 1999). Dieser Mechanismus scheint unter anderem von der Bindung anderer 
Proteine abhängig zu sein (Hughes 1999; Mehul und Hughes 1997; Seelenmeyer et al. 
2008; Seelenmeyer et al. 2005). Aber auch intrazelluläre und sogar intranukleäre 
Funktionen der Galektine sind beschrieben (Liu et al. 2002). 
Im Menschen sind derzeit mindestens 14 Galektine bekannt, die sich in ihrer 
dreidimensionalen Struktur und in ihrer Bindespezifität unterscheiden (Elola et al. 2007; 
Leffler et al. 2004). Dabei werden die Galektine in Abhängigkeit ihres strukturellen 
Aufbaus in drei Klassen unterteilt (siehe Abbildung 1.3) (Al-Ansari et al. 2009; Barondes 
et al. 1994a; Barondes et al. 1994b; Hirabayashi und Kasai 1993). Prototyp-Galektine 
bestehen aus einer einzelnen CRD, können aber häufig nicht-kovalente Dimere bilden 
(Rini und Lobsanov 1999). Tandem-repeat-Galektine bestehen im Gegensatz dazu aus 
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zwei durch eine Oligopeptidsequenz miteinander verbundenen Bindetaschen, die 
unterschiedliche Spezifitäten haben können. Somit sind diese Galektine hetero-
bifunktionell. Das Galektin-3 stellt das einzige Mitglied der dritten Galektin-Familie dar. 
Es zeichnet sich durch eine einzelne Bindetasche aus, die mit einer N-terminalen nicht-
CRD-Domäne verknüpft ist. Aufgrund des Aufbaus aus zwei funktionell und strukturell 
unterschiedlichen Domänen wird es als chimäres Galektin bezeichnet (Barondes et al. 
1994b; Hirabayashi und Kasai 1993; Houzelstein et al. 2004; Leffler et al. 2004). In dieser 
Arbeit wird je ein Repräsentant dieser drei Familien genauer untersucht, Galektin-1, -3 
und -8. 
Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Galektinfamilien (modifiziert nach (Römer und Elling 
2011)) 
Dargestellt sind die drei nach ihrer globalen Struktur unterteilten Familien der Galektine: Prototyp-Galektine 
mit einer CRD, das chimäre Galektin-3 bestehend aus einer CRD und einer Collagen-ähnlichen Domäne, 
sowie tandem-repeat Galektine, die aus zwei miteinander verknüpften CRD bestehen. 
 
Der Glykan-bindende Proteinanteil, die CRD, ist zwischen den unterschiedlichen 
Galektinen und Organismen konserviert. Sie besteht aus ca. 130 Aminosäuren, die zwei 
anti-parallele β-Faltblätter mit fünf bzw. sechs Strängen ausbilden, welche sich zu einer 
globulären Bindedomäne zusammenlegen (Ideo et al. 2011; Kishishita et al. 2008; 
Lobsanov et al. 1993; Lopez-Lucendo et al. 2004; Seetharaman et al. 1998). Die 
genetische Information wird von drei Exons codiert, wobei die Codons für den Hauptanteil 
der konservierten Aminosäuren auf dem mittleren Exon liegen (Cooper und Barondes 
1999; Houzelstein et al. 2004). Diese konservierten Aminosäuren bilden meist Wasser-
stoffbrückenbindungen mit der gebundenen Zuckereinheit aus. So interagiert zum Beispiel 
das konservierte Sequenzmotiv HXNXR über Wasserstoffbrücken mit der gebundenen 
Galaktoseeinheit von Laktose bzw. LacNAc (siehe Abbildung 1.4) (Diehl et al. 2010; Ideo 
et al. 2011; Kishishita et al. 2008; Lobsanov et al. 1993; Seetharaman et al. 1998). Andere 
konservierte Aminosäuren bilden ebenfalls Wasserstoffbrücken entweder mit der 
Galaktose- oder Glukose- bzw. GlcNAc-Einheit aus, sowie van-der-Waals-Interaktionen, 
welche die Bindung stabilisieren (Di Lella et al. 2009; Diehl et al. 2010; Lobsanov et al. 
prototyp            chimär          tandem-repeat 
Galektine 1,2,5,7,10,11,13,14,(15)       Galektin 3     Galektine 4,6,8,9,12 
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1993; Seetharaman et al. 1998). Die Interaktion mit der Galaktose ist dabei am stärksten 
konserviert, wohingegen die Wechselwirkungen mit den anderen Zuckereinheiten 
variieren, was zu einer differenzierten Feinregulation der Bindespezifitäten führt, auf die in 
Kapitel 1.2.2 noch genauer eingegangen wird. 
Abbildung 1.4: Humanes Galektin-3 mit gebundener Galaktoseeinheit eines LacNAc PDB1KJL 
(Römer und Elling 2011) 
Eine Ausschnittsvergrößerung der Bindefurche wird gezeigt bei der Wasserstoffbrücken-bildende 
Aminosäuren hervorgehoben sind. Die Wasserstoffbrücken für Reste H158 (C4-OH), N160 (C4-OH), R162 
(C4-OH und intramolekulares O-Atom), N174 (C6-OH) und E184 (C6-OH) (Seetharaman et al. 1998; Sörme 
et al. 2005) sind als gepunktete Linien dargestellt. Die Abbildung wurde mit SwissProt pdb viewer erstellt 
(Guex und Peitsch 1997). 
 
Die Wichtigkeit der verschiedenen konservierten Aminsosäuren wurde am Beispiel des 
Galektins-1 mithilfe von Mutageneseversuchen analysiert: Der Austausch der Wasserstoff-
brücken-bildenden Aminosäuren verhinderte die Bindung an Laktose-Sepharose und/oder 
Asialofetuin als Referenzsubstanzen (Hirabayashi und Kasai 1991; Hirabayashi und Kasai 
1994). Auch der Austausch des konservierten Tryptophans, welches 15-20 Aminosäuren 
C-terminal vom HXNXR-Motiv liegt und van-der-Waals-Wechselwirkungen mit dem 
gebundenen Zucker eingeht, zeigte signifikanten Einfluss auf die Bindeeigenschaften des 
Galektins-1 (Abbott und Feizi 1991; Hirabayashi und Kasai 1991). 
Das Galektin-1 kann unter oxidierenden Bedingungen Disulfidrücken bilden, welche die 
Funktionsweise verändern. In dieser Form weist das Galektin-1 keine Lektinfunktion mehr 
auf, sondern wirkt beispielsweise in der Nervenregenration. Die genaue Wirkweise ist 
dabei noch ungeklärt (Horie und Kadoya 2004; Horie et al. 2004). Deshalb werden für in 
vitro-Untersuchungen häufig Mutanten, bei denen ein oder mehrere Cysteinreste durch 
Serin ersetzt sind, verwendet, welche sich als stabiler erwiesen (Cho und Cummings 1995; 
Lopez-Lucendo et al. 2004; Nishi et al. 2008). 
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1.2.2 Bindespezifitäten für natürliche Liganden (Aufbau der CRD) 
Die spezifische Glykanerkennung ist für die unterschiedlichen Funktionen der Galektine 
von großer Bedeutung. Deshalb geht das folgende Kapitel auf spezifische Binde-
eigenschaften der drei ausgewählten Galektine ein und stellt diese einander gegenüber. 
Die generelle Struktur der Galektine ist wie bereits erwähnt konserviert. Dies wird auch im 
Sequenzvergleich der untersuchten Galektine deutlich (siehe Abbildung 1.5). 
 
Abbildung 1.5: Sequenzvergleich der humane Galektine-1, -3 und der beiden Galektin-8-Bindetaschen 
Die Sequenzen der Bindetaschen der Galektine-1 (NP_002296), -3 (P17931) und -8 (NP_963839; 
Aminosäuren 1-150 und 221-359), so wie sie auf http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein veröffentlich sind, 
wurden mithilfe von ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk) miteinander verglichen (Chenna et al. 2003; Larkin et 
al. 2007). Identische Aminosäuren sind mit einem Stern, konservierte mit einem Doppelpunkt und semi-
konservierte Aminosäuren mit einem Punkt markiert. 
Rot unterlegt sind Aminosäuren, die Wasserstoffbrücken zur Galaktoseeinheit bilden (Bindetasche C, 
Abbildung 1.4), sowie das konservierte Tryptophan. Zusätzlich sind die weiteren Untereinheiten der 
Bindetasche (siehe Abbildung 1.6) am Beispiel des Galektins-1 durch Einrahmungen hervorgehoben 
(Meynier et al. 2009). 
 
Trotz dieser strukturellen Ähnlichkeit unterscheiden sich die Bindespezifitäten der 
einzelnen Galektine zum Teil deutlich. Allen Galektinen ist per definitionem die Bindung 
von Galaktoseeinheiten gemein (Barondes et al. 1994a), wobei die Affinität zu diesem 
Zucker allein gering ist (Carlsson et al. 2007; Knibbs et al. 1993; Salameh et al. 2010). 
Zur besseren Anschaulichkeit wird die Galektinbindetasche häufig in 5 Untereinheiten A 
bis E eingeteilt (siehe Abbildung 1.6) (Leffler et al. 2004; Meynier et al. 2009). Die 
Galaktoseeinheit wird demnach in der C-Untereinheit gebunden. Auf die daran beteiligten 
konservierten Aminosäuren wurde bereits in Kapitel 1.2.1 eingegangen. Der Zucker an 
A 
B D 
E 
C 
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dem die β-glykosidische Bindung der Galaktose anknüpft liegt in Untereinheit D. Daran 
schließt sich eine Bindestelle E an, welche für die Interaktion mit einem Aglykon z.B. dem 
Protein oder weiteren Zuckereinheiten wichtig ist. Auf der anderen Seite schließen sich die 
Bereiche A und B an, welche für die Bindung verlängerter oder modifizierter Glykane von 
Bedeutung sind. 
Abbildung 1.6: Schematische Darstellung der Untereinheiten der Galektinbindetasche 
Dargestellt ist die Unterteilung der CRD in mehrere Untereinheiten. Dabei ist die zentrale Galaktose in 
Untereinheit C gebunden. In Untereinheit D ragt der Zucker, an den die Galaktose β-glykosidisch gebunden 
ist. Verlängerungen/ Modifikationen an der Galaktose reichen in die Untereinheiten A und B hinein, 
wohingegen in Untereinheit E Aglyka oder Zuckerverlängerung hin zum reduzierenden Ende gebunden 
werden. 
 
Disaccharide, die eine β-glykosidisch gebundene Galaktose enthalten, werden im 
Vergleich zu freier Galaktose deutlich besser erkannt. Unterschiedliche Galektine können 
dabei verschiedene Bindepartner in Untereinheit D und unterschiedliche Knüpfungen 
bevorzugen. So zeigt zum Beispiel die N-terminale Bindetasche des Galektins-8 eine hohe 
Affinität zu Laktose, wohingegen die Galektine-1, -3 und die C-terminale Galektin-8-
Bindetasche LacNAc-Einheiten bevorzugen (Carlsson et al. 2007; Ideo et al. 2011; 
Salomonsson et al. 2010). Die ungewöhnliche Präferenz der N-terminalen Galektin-8-
Domäne gegenüber dem gebundenem Disaccharid liegt in dem Austausch des Arg 186 
durch ein Isoleucin begründet (Salomonsson et al. 2010). Das Galektin-1 zeigt keine 
Präferenz für die regiospezifische Kopplung (Typ I oder Typ II LacNAc), wohingegen für 
das Galektin-3 meist eine höhere Affinität zu Typ II LacNAc-Einheiten beschrieben wird 
(Knibbs et al. 1993; Rabinovich und Toscano 2009; Salomonsson et al. 2010). Beide 
Galektine zeigen höhere Affinitäten, wenn die Galaktose an einen Pyranosering gebunden 
ist, als wenn die Galaktose an eine offenkettige Glykanstruktur gebunden vorliegt (Lee et 
al. 1990; Oberg et al. 2003). 
Repetitive Verlängerungen des Typ II LacNAc (poly-LacNAc) (Bindebereiche A und B, 
siehe Abbildung 1.6) werden von Galektin-3 mit steigender Affinität erkannt (Hirabayashi 
et al. 2002; Rapoport et al. 2008; Salomonsson et al. 2010), wohingegen Galektin-1 
bevorzugt LacNAc-Einheiten am terminalen, nicht-reduzierenden Ende bindet und keine 
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Affinitätssteigerung für sich wiederholende LacNAc-Einheiten aufweist (Leppänen et al. 
2005). In vielen Publikationen wird für das Galektin-1 keine Bindung interner 
Galaktoseeinheiten in solchen repetitiven Zuckersequenzen detektiert (Leppänen et al. 
2005; Stowell et al. 2008a; Stowell et al. 2004), manche Autoren nehmen jedoch schwache 
Bindesignale wahr (Di Virgilio et al. 1999; Zhou und Cummings 1993). Diese 
widersprüchlichen Daten zeigen, wie wichtig die Messmethode, Konzentrationen und 
Versuchsbedingungen für den Ausgang des Experiments sein können. 
Andere Verlängerungen in die Bindetasche B hinein, wie Modifikationen an der 3'-OH-
Gruppe der Galaktose, werden ebenfalls unterschiedlich von den einzelnen Galektinen 
akzeptiert: Der Zusatz von einer Sulfatgruppe oder eines Neuraminsäurerestes an dieser 
Position zeigt geringen Einfluss auf die Bindung von Galektin-1 und -3 im Vergleich zum 
Grund-Disaccharids und verbessert die Bindung der N-terminalen CRD des Galektins-8 
deutlich (Carlsson et al. 2007; Leppänen et al. 2005; Sörme et al. 2002; Stowell et al. 
2008a). Im Gegensatz dazu zeigt die C-terminale Galektin-8-Domäne keine Bindung zu 3`-
sulfatierten oder –sialylierten Glykanen (Ideo et al. 2003). 
Modifikationen mit Fukose, Galaktose oder GalNAc-Einheiten, wie sie im Galili-Epitop 
(Galα1,3Galβ1,4GlcNAc) oder in den Blutgruppendeterminanten A (GalNAcα1,3 
(Fucα1,2)Galβ1,4GlcNAc) und B (Galα1,3(Fucα1,2)Galβ1,4GlcNAc) vorkommen, werden 
präferentiell von den Galektinen-3 und der C-terminalen Bindetasche des Galektins-8 
erkannt (Hirabayashi et al. 2002; Yamamoto et al. 2008b). 
Modifikationen der 6`-OH-Gruppe der Galaktose werden von allen hier beschriebenen 
Galektinbindetaschen nicht toleriert (Ideo et al. 2003; Stowell et al. 2008a), so dass die 
Sialylierung von Glykanen an der 6`-Hydroxylgruppe als Regulator für Galektin-
Zuckerwechselwirkungen diskutiert wird (Zhuo und Bellis 2011). Dies ist vor allem im 
Hinblick auf die unterschiedliche Bindung repetitiver LacNAc-Einheiten interessant, da 
somit durch das Abschließen von poly-LacNAc-Glykanen mit α2,6-Sialinsäure eine 
Differenzierung der Bindung verschiedener Galektine eingeführt wird, die vor dem 
Anhängen der Sialinsäure nicht vorhanden war. 
1.2.3 Funktionen der humanen Galektine-1, -3 und -8 
Die Funktionen der drei in dieser Arbeit untersuchten Galektine werden im Folgenden 
vorgestellt, um die Bedeutung dieser Proteine für unterschiedliche Prozesse im Körper 
besser zu verstehen. 
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1.2.3.1 Rolle der Galektine in Entzündungsprozessen 
Galektine spielen eine entscheidende Rolle in verschiedenen pathologischen Prozessen, so 
auch in Entzündungsreaktionen und der Tumorgenese. Die Bedeutung der Galektine in 
diesen Prozessen wird nicht zuletzt in der Vielzahl publizierter Übersichtsartikel zu diesen 
Themen deutlich (Le Mercier et al. 2009; Liu 2005; Liu und Rabinovich 2005; Nangia-
Makker et al. 2000a; Rabinovich et al. 2002a; Rabinovich et al. 2007a; Rabinovich et al. 
2002b; Rabinovich und Toscano 2009). 
Für verschiedene Galektine, unter anderem die hier beschriebenen Galektine-1, -3 und -8, 
werden unterschiedliche Funktionen in der Regulation der Immunantwort beschrieben. 
Dies geschieht dabei auf verschiedenen Ebenen der Immunantwort, wie der Aktivierung 
von Zellen, der Ausschüttung von Cytokinen, Chemotaxis, Migration oder Apoptose (Liu 
2005; Rabinovich et al. 2007a; Rabinovich et al. 2002b; Rabinovich und Toscano 2009). 
Galektine werden in nahezu allen Immunzellen entweder konstitutiv oder induzierbar 
exprimiert, wobei häufig eine Hochregulation bestimmter Galektine in aktivierten Immun-
zellen zu beobachten ist (Liu 2005; Rabinovich und Toscano 2009). Die Produktion und 
Sekretion von Galektin-3 beispielsweise wird in verschiedenen Entzündungsprozessen 
erhöht. Durch Bindung an Rezeptoren und Quervernetzung werden in Folge dessen 
unterschiedliche Signalwege wie zum Beispiel die Aktivierung/Chemoattraktion von 
neutrophilen Zellen und Monocyten angeregt (Nieminen et al. 2005; Sano et al. 2000). 
Ähnlich fungiert auch das Galektin-8 in der Rekrutierung von neutrophilen Zellen zum 
Entzündungsherd (Nishi et al. 2003). Für das Galektin-1 wird unter anderem eine 
immunregulatorische Funktion beschrieben, indem dieses die Apoptose bestimmter T-
Zellen induziert und somit die Dauer einer Immunantwort reguliert (Toscano et al. 2007). 
Zusammenfassend lässt sich für Galektin-3 eher ein pro-inflammatorischer und für 
Galektin-1 eher ein anti-inflammatorischer Effekt beschreiben, obwohl dies eine deutliche 
Vereinfachung eines komplexen Sachverhalts darstellt und nicht in allen Situationen 
zutrifft (Rabinovich et al. 2002a). 
Häufig sind sowohl die Glykanbindung als auch die Oligomerisierungseigenschaften der 
Galektine von Bedeutung für die Ausübung ihrer Funktion. So kann zum Beispiel durch 
die Ausbildung von Galektin-Glykan-Netzwerken das Clustern von Rezeptoren verhindert 
werden und somit eine verringerte Signalantwort erzeugt werden (Demetriou et al. 2001). 
Ein Beispiel dafür ist Galektin-3, welches die Interaktion von T-Zell-Rezeptor und CD8 
unterbindet und somit die T-Zell-Aktivierung hemmt (Rabinovich und Toscano 2009). 
Ähnlich kann durch die Ausbildung von Netzwerken die Verweildauer der Rezeptoren auf 
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der Zelloberfläche verlängert werden oder eine gerichtete Präsentation an bestimmten 
Zellmembranregionen (lipid rafts) vorgenommen werden (Garner und Baum 2008; 
Rabinovich et al. 2007b). Auch darüber wird die Signalweiterleitung reguliert. 
Beispiele für akute Entzündungserkrankungen, in denen Galektine eine Rolle spielen, sind 
artherosklerotische Erkrankungen (Al-Ansari et al. 2009), Leberfibrose (Jiang et al. 2012) 
und Entzündungen des Magen-Darm-Trakts (Demetter et al. 2008), um nur einige zu 
nennen. Vielen Galektinen wird auch eine Funktion in chronischen Entzündungen 
zugesprochen (Rabinovich und Toscano 2009). So sind beispielsweise die Galektine-1, -3 
und -8 in aktiven Multiple-Sklerose-Lesionen hochreguliert und können demnach mit dem 
Entzündungsstatus korreliert werden (Stancic et al. 2011). In Galektin-knock-out-Mäusen 
konnten ebenfalls Effekte von Galektinen auf den Krankheitsverlauf eines Multiple-
Sklerose-Modells (Experimental autoimmune encephalomyelitis) nachgewiesen werden 
(Jiang et al. 2008; Toscano et al. 2007). 
1.2.3.2 Rolle der Galektine in der Tumorentwicklung 
Im Hinblick auf Krebserkrankungen werden gleichfalls unterschiedliche Funktionen der 
Galektine diskutiert. Dabei sind intra- und extrazelluläre Galektine in der Regulation 
nahezu aller Schritte der Tumorgenese beteiligt (siehe Abbildung 1.7): Die Transformation 
einer gesunden Zelle in eine Tumorzelle geschieht häufig durch Mutationen, welche die 
natürliche Regulation von Proliferation und Apoptose aus dem Gleichgewicht bringen. 
Dabei werden häufig sogenannte Onkogene hochreguliert, wie zum Beispiel Ras. Ras 
interagiert intrazellulär mit Galektin-1 und -3, die somit mit der Transformation in Bezug 
gebracht werden können, ohne den exakten Mechanismus/ die exakte Mutation zu kennen 
(Liu und Rabinovich 2005). 
Intrazelluläres Galektin-3, welches in Krebszellen exprimiert wird, wirkt anti-apoptotisch 
und erhöht damit die Lebensdauer der Krebszellen, so dass diese sich unkontrolliert 
vermehren können. Wichtige Faktoren für die anti-apoptotische Wirkung scheinen die 
Phosphorylierung an Position S6, sowie ein Sequenzmotiv, welches dem des Apoptose-
Suppresors Bcl2 entspricht, zu sein (Akahani et al. 1997; Liu und Rabinovich 2005; Yang 
et al. 1996; Yoshii et al. 2002).  
Eine wichtige Rolle spielen Galektine auch bei der Tumorvaskularisierung. Diese wird 
benötigt, um Tumore, die eine bestimmte Größe überschreiten, ausreichend mit Blut, 
Nährstoffen und vor allem Sauerstoff zu versorgen, um ein Absterben der Tumorzellen zu 
verhindern (Carmeliet und Jain 2000). Sowohl Galektin-3, als auch Galektin-8 induzieren 
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und verstärken die Angiogenese in vitro und in vivo (Delgado et al. 2011; Markowska et 
al. 2010; Nangia-Makker et al. 2000b). Auch Galektin-1 wird in aktivierten Endothelzellen 
hochreguliert und leistet einen Beitrag in der Tumorangiogenese (Dings et al. 2012; Dings 
et al. 2010; Ito et al. 2011; Le Mercier et al. 2009; Lotan et al. 1994). Des Weiteren 
fungieren Galektine in der Tumormetastasierung, indem sie das Loslösen der Zellen 
voneinander, die Zellmigration und die Invasion in andere Gewebe regulieren (Espelt et al. 
2011; Le Mercier et al. 2009; Liu und Rabinovich 2005; Yu et al. 2007). 
Abbildung 1.7: Schritte der Tumorentwicklung, die durch Galektine reguliert werden (modifiziert 
nach (Liu und Rabinovich 2005; Rabinovich und Toscano 2009)) 
Dargestellt sind unterschiedliche Schritte der Tumorentwicklung, wie die Transformation einer Zelle zur 
Tumorzelle, die Regulation des unbegrenzten Tumorwachstums, das Verhindern einer Immunantwort 
(Immune-escape) und die Metastasierung, sowie der Einfluss der Galektine-1, -3 und -8 auf diese Schritte. 
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Im Hinblick auf die zuvor beschriebenen Galektinfunktionen in der Regulation der 
Immunantwort ist es naheliegend, dass Galektine auch die Immunantwort auf Krebszellen 
beeinflussen. So wird zum Beispiel Galektin-1 von einigen Tumorzellen sekretiert, um 
tumorspezifische T-Zellen und andere Immunzellen in die Apoptose zu leiten (Liu und 
Rabinovich 2005). Ähnlich können auch andere Galektine, die von Tumorzellen 
ausgeschüttet werden, die Immunantwort regulieren, um so das Abtöten der Tumorzellen 
zu verhindern und ein uneingeschränktes Wachstum zu ermöglichen (Liu und Rabinovich 
2005; Rabinovich und Toscano 2009). Die Sekretion der unterschiedlichen Galektine kann 
auch im Serum nachgewiesen werden und könnte diagnostisch/prognostisch genutzt 
werden (Saussez et al. 2008). 
Aufgrund der vielfältigen Funktionen in der Tumorentwicklung werden Galektine als 
therapeutische Targets oder als Therapeutika diskutiert (Pieters 2006). So wurden zum 
Beispiel die Galektin-1-Inhibitoren Anginex und Calixaren 0118 zur Markierung von 
Tumorgefäßen und zur gerichteten Applikation von Wirkstoffen genutzt. Dadurch wurde 
die Spezifität der Administration zum Tumorgewebe erhöht und das Tumorwachstum 
signifikant reduziert (Dings et al. 2012; Dings et al. 2010; Kluza et al. 2012). Der 
Galektin-1-Inhibitor Thiodigalaktosid konnte im Mausmodell das Tumorwachstum 
reduzieren (Ito et al. 2011). Galektin-3-Inhibitoren auf Basis von Glykanen und die C-
terminale Domäne des Galektins-3 bewirken ebenfalls reduziertes Tumorwachstum (John 
et al. 2003; Johnson et al. 2007; Mirandola et al. 2011; Platt und Raz 1992). Dabei kann 
die freie C-terminale Domäne des Galektins-3 ebenfalls als Galektin-3-Inhibitor angesehen 
werden, da es die Bindestellen des Galektins blockiert, aber aufgrund der verkürzten 
Struktur keine N-terminale Quervernetzung erlaubt (Dumic et al. 2006; Hsu et al. 1992; 
John et al. 2003; Ochieng et al. 1998a) und somit die normalen Galektin-3-Funktionen 
stört. 
Verschiedene Firmen arbeiten zurzeit an Galektin-Inhibitoren als Therapeutika, zumeist in 
der Krebstherapie, aber auch im Hinblick auf unterschiedliche Entzündungsprozesse. Zu 
diesen Firmen gehören „PepTx“ (Excelsior, Minnesota, USA), die an der Anwendung des 
Galektin-1-Inhibitors Anginex forschen, sowie „galectin therapeutics“ (Norcross, Georgia, 
USA), welche Galactomannan und ähnliche Polymere als Inhibitoren einsetzen wollen, 
ähnlich wie „La Jolla pharmaceutical“ (San Diego, Kalifornien, USA), welche Pektin-
derivate als Galektin-3-Inhibtoren therapeutisch nutzen wollen. Dies belegt das 
kommerzielle Interesse an Galektinen als mögliche Therpietargets. 
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Auf die Struktur und Affinität von Galektin-Inhibitoren wird in Kapitel 1.3.3 detaillierter 
eingegangen. 
1.2.3.3 Funktion von Galektinen in Zelladhäsion 
Galektine spielen auch eine wichtige Rolle in der Vermittlung von Zell-Zell- und Zell-
Matrix-Wechselwirkungen. Dabei werden in Abhängigkeit von der Galektinmenge, dem 
Oligomerisierungsstatus, der Präsentation (immobilisiert oder in Lösung) und den 
möglichen Liganden, sowohl pro- als auch anti-adhäsive Effekte beschrieben (Elola et al. 
2007; Hughes 2001; Varki 1993). Auch die Interaktion von Zellen mit bestimmten 
Materialien bzw. mit bestimmten Beschichtungen im tissue engineering oder Zellkultur-
versuchen wird durch Galektine reguliert. Eine ausführlichere Zusammenfassung kann 
dem Buchkapitel „Galectins: Structures, Binding Properties and Function in Cell 
Adhesion” in “Biomaterials - Physics and Chemistry” entnommen werden (Römer und 
Elling 2011).  
Tabelle 1.1: Beispiele für Glykoproteine auf der Zelloberfläche, die mit Galektinen interagieren 
In dieser Tabelle werden nur einige Beispiele für mögliche Interaktionspartner der Galektine auf der 
Zelloberfläche von Zellen, die für das tissue engineering interessant sind, genannt (Römer und Elling 2011). 
Immun- und Tumorzellen sind nicht gelistet. 
Bindepartner Galektin Zelltyp Prozess Referenz 
Integrin α7β1 
 
1 Skelett-
Muskelzellen 
Myoblasten 
Beeinflusst Integrin-
Laminin-Wechsel-
wirkung 
(Gu et al. 
1994b) 
Integrin α1β1 1 Vaskuläre 
glatte 
Muskelzellen 
Beeinflusst Adhäsion 
und Migration 
(Moiseeva et al. 
1999b) 
Integrin α3β1 8 z.B. 
Endothelzellen 
Beeinflusst Zell-
adhäsion und 
Lebensdauer durch 
Regulation der 
Integrin-ECM-
Wechselwirkung  
(Hadari et al. 
2000) 
Zellerkennungsmolekül 
L1 
Myelinassoziiertes 
Glykoprotein (MAG) 
Neuronales Zelladhä-
sionsmolekül (NCAM) 
3 Neuronen-
gewebe 
Beeinflusst 
vermutlich die 
Zelladhäsion und 
Signalprozesse 
 
(Probstmeier et 
al. 1995) 
NG2 Proteoglykan 3 Mikrovasku-
läre Pericyten 
Beeinflusst 
Endothelzellbeweg-
lichkeit und –gestalt 
(Wen et al. 
2006) 
 
Eine Beschichtung mit immobilisiertem Galektin-1 erhöht beispielsweise die Adhäsion 
von humanen Eierstock-Krebszellen an eine Polystyrol-Materialoberfläche (Skrincosky et 
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al. 1993). Ein möglicher Interaktionspartner des Galektins-1 auf der Oberfläche der Zellen 
ist das Lysosom-assoziierte Membranglykoprotein 1 (LAMP-1), welches mehrere N-
Glykane präsentiert, die teilweise poly-LacNAc-Ketten zeigen und somit von den 
Galektinen-1 und -3 erkannt werden (Chen et al. 2009; Do et al. 1990; Dong und Hughes 
1997). Durch die Bindung des Galektins an dieses Glykoprotein könnte die Adhäsion 
vermittelt werden. Galektin-1 vermittelt des Weiteren die Bindung von verschiedenen 
Zellen, wie glatten Muskelzellen, Fibroblasten und unterschiedlichen Krebszellen, an das 
Glykoprotein Laminin, welches ebenfalls poly-LacNAc-Glykane präsentiert (Cooper 1997; 
Marcon et al. 2005). Bei der Vermittlung dieser Wechselwirkungen übernehmen Integrine 
eine wichtige Funktion (Cooper 1997). So wurden zum Beispiel die Integrine α7β1 und 
α1β1 auf Muskelzellen als Interaktionspartner des Galektins-1 identifiziert, was vermutlich 
auf deren Glykosylierung zurückzuführen ist (siehe Tabelle 1.1) (Gu et al. 1994a; 
Moiseeva et al. 1999a). 
Neben dem Galektin-1 binden auch Galektin-3 und -8 unterschiedliche Integrine (siehe 
Tabelle 1.1). Dabei weisen alle drei Galektine Affinität zu β1-Integrinen auf (Dumic et al. 
2006; Furtak et al. 2001; Hughes 2001; Sakaguchi et al. 2010; Zick et al. 2004), wobei die 
N-terminale Domäne des Galektins-8 sich durch eine besonders hohe Affinität zu den 
darauf präsentierten α2,3-sialylierten Liganden auszeichnet (Diskin et al. 2009). Die 
Integrin-vermittelte Wechselwirkung ist eine der Hauptfunktionen des Galektins-8 (Zick et 
al. 2004), wobei neben der bereits erwähnten β1-Untereinheit verschiedene weitere 
Untereinheiten erkannt werden können (Cárcamo et al. 2006; Diskin et al. 2009; Hadari et 
al. 2000; Nishi et al. 2003; Yamamoto et al. 2008a). Darüber wird die Zelladhäsion in 
ähnlicher Weise vermittelt wie durch Fibronektin, so dass Galektin-8 als ECM-Protein 
angesehen werden kann (Levy et al. 2001; Zick et al. 2004). Die Funktion des Galektins-8 
hängt dabei stark von der bivalenten Natur des Proteins und der Verbindung der beiden 
Bindetaschen ab. Monovalente Splice- oder Proteolyseprodukte zeichnen sich durch 
wiederum veränderte Eigenschaften aus (Levy et al. 2006). Galektin-8, welches frei in 
Lösung vorliegt, kann die Interaktion auch stören, indem bestimmte Wechselwirkungen 
blockiert werden (Elola et al. 2007). 
Galektin-3 kann ebenfalls für eine verringerte Adhäsion von Zellen an unterschiedliche 
ECM-Proteine sorgen. Dies wird darauf zurückgeführt, dass ein Überschuss des Galektins 
die Integrin-Glykan-Wechselwirkungen stört (Friedrichs et al. 2008; Ochieng et al. 
1998b). Ebenso kann bei entsprechenden Konzentrationen und Oligomerisierungs-
eigenschaften eine erhöhte Bindung an ECM-Proteinen vermittelt werden, indem das 
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Galektin Rezeptoren auf der Zelle mit den Glykanen der ECM-Proteine quervernetzt 
(Kuwabara und Liu 1996; Matarrese et al. 2000). Dies geschieht wiederum über die 
Regulation von Integrin-Bindungsereignissen (Hughes 2001; Kuwabara und Liu 1996). 
Durch Internalisierung oder Clustering von Rezeptoren auf der Zellmembran, sowie 
regulierter Expression von Rezeptoren, können Adhäsionseigenschaften auch indirekt über 
das Galektin-3 modifiziert werden (Furtak et al. 2001; Garner und Baum 2008; Lau und 
Dennis 2008; Matarrese et al. 2000; Rabinovich et al. 2007b). Eine wichtige Aufgabe 
dieser regulierten Adhäsionen ist zum Beispiel die Adhäsion von Immunzellen an 
Endothelzellen durch die eine Anreicherung von Immunzellen an einem Entzündungsherd 
geschehen kann (Rao et al. 2007; Sato et al. 2002). 
Obwohl es auch Hinweise auf Proteinwechselwirkungen von Galektinen gibt (Horie et al. 
1999; Liu et al. 2002; Scott und Weinberg 2002), werden die meisten Galektin-
Wechselwirkungen über die Glykanerkennung vermittelt. Demnach ist die Feinregulation 
der Galektinbindung an unterschiedliche Glykane entscheidend für deren Funktion. 
Deshalb wurde in Kapitel 1.2.2 auf die spezifischen Bindeeigenschaften unterschiedlicher 
Galektine eingegangen. 
1.3 Synthese von Glykanstrukturen als Galektinliganden 
1.3.1 Prinzipien der Glykansynthese 
Aufgrund der herausragenden Funktionen von Glykanen in den unterschiedlichsten 
physiologischen und pathologischen Prozessen im Körper, besteht großes Interesse am 
synthetischen Zugang dieser Substanzen zur weiteren Untersuchung und/oder Anwendung 
im biomedizinischen Bereich. Dabei konzentrieren sich die Herangehensweisen sowohl auf 
chemische Synthesen, als auch enzymatische in vitro Herstellung, sowie Ganzzell-
synthesen (enzymatische in vivo Synthese) (Kiessling und Splain 2010; Palcic 1999; 
Schmaltz et al. 2011). Vielfach werden auch Kombinationen dieser Methoden angewandt. 
Sowohl die chemische, als auch die enzymatische Synthese kann in Lösung sowie an einer 
Festphase zur erleichterten Aufreinigung geschehen. 
Die chemische Synthese basiert meist auf einer komplexen Schutzgruppenchemie, die die 
hohe Regio- und Stereoselektivität, die bei der Herstellung von Glykanen wichtig ist, 
ermöglicht. Durch sequentielles Abspalten bestimmter Schutzgruppen bzw. eine 
kontrollierte Regulation der Reaktivitäten der einzelnen Monosaccharideinheiten wird die 
Zusammensetzung komplexer Glykane gesteuert (Kiessling und Splain 2010; Lepenies et 
al. 2010; Seeberger 2009; Wu und Wong 2011; Zhang et al. 1999). Die so hergestellten 
Einleitung 
17 
Glykane können für Glykanarrays immobilisiert werden oder chemisch sowie enzymatisch 
auf Peptide und Proteine übertragen werden, um so Anwendung zu finden (Schmaltz et al. 
2011). Die Übertragung auf Proteine erfolgt dabei ähnlich wie die natürliche N-
Glykosylierung en bloc. 
Die enzymatische Synthese hingegen nutzt die natürliche Selektivität der Enzyme, um mit 
hoher Regio- und Stereoselektivität komplexe Glykanstrukturen aufzubauen. Dabei werden 
zum einen Glykosyltransferasen genutzt, die eine Monosaccharideinheit von einem 
aktivierten Donor auf eine wachsende Akzeptorkette übertragen. Glykosyltransferasen, die 
Nukleotidzucker als Substrat verwenden, werden als Leloir-Glykosyltransferasen 
bezeichnet. Sie zeichnen sich durch hohe Selektivität und ausgezeichnete Umsätze aus 
(Schmaltz et al. 2011). Sequentielle oder gekoppelte Synthesen mit unterschiedlichen 
Glykosyltransferasen führen zu großen Mengen komplexer Glykane, wie in Kapitel 1.3.2 
detaillierter erläutert wird (Palcic 2011; Vasiliu et al. 2006). Zum anderen werden 
Glykosidasen eingesetzt, die neben der Fähigkeit zur hydrolytischen Spaltung von 
Glykanketten auch synthetische Eigenschaften besitzen und glykosidische Bindungen 
knüpfen können (Koeller und Wong 2000; Palcic 1999; Schmaltz et al. 2011). Dies gilt 
sowohl für exo- als auch endo-Glykosidasen, so dass ein oder direkt mehrere Zucker 
übertragen werden können. Aufgrund der hydrolytischen Aktivität der Glykosidasen 
bezüglich ihrer Produkte sind die Ausbeuten bei dieser Synthese jedoch limitiert (Murata et 
al. 2005). Zur Optimierung dieses Problems wurden durch Mutagenese Varianten der 
Glykosidasen, sogenannte Glykosynthasen, erzeugt, die ihre hydrolytische Aktivität 
verloren haben, aber in der Lage sind Zucker von speziellen Donorsubstraten zu übertragen 
(Cobucci-Ponzano und Moracci 2012; Kittl und Withers 2010). 
Eine weitere Herstellungsmöglichkeit von Glykanstrukturen besteht im Rahmen von 
Ganzzellsynthesen in einzelligen Organismen. Dabei werden z.B. Bakterienzellen mithilfe 
des metabolic engineering so ausgerüstet, dass sie bestimmte Reaktionen großtechnisch 
umsetzen und unterschiedliche Glykane produzieren. Wichtig ist dabei die Zugänglichkeit 
der Substrate in das Zellinnere und die Ausschleusung ins Medium. Außerdem ist die 
anschließende Aufreinigung aus dem Medium oder eine Aufreinigung aus dem Zellextrakt 
ein komplexer Prozess (Palcic 1999; Schmaltz et al. 2011). 
Im Hinblick auf die Produktion von Glykoproteinen werden unterschiedliche Zellen so 
modifiziert, dass sie eine humane Glykosylierung nachahmen. Dies ist vor allem für die 
Produktion von Pharmaka von Bedeutung, da eine nicht-humane Glykosylierung zu 
unfunktionalen Proteinen führen und eine Immunantwort auslösen kann. Veränderte 
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Glykosylierungskaskaden sind sowohl in Hefezellen, als auch in Pflanzen und humanen 
Zellkulturen und in einfacher Form sogar in E.coli eingebracht worden (De Pourcq et al. 
2010; Fisher et al. 2011; Schmaltz et al. 2011; Sethuraman und Stadheim 2006; 
Valderrama-Rincon et al. 2012). 
1.3.2 Kombinatorische enzymatische Glykan-Synthese 
Durch Kombination unterschiedlicher Leloir-Glykosyltransferasen und Herstellung bzw. 
Rezyklierung der benötigten Nukleotidzucker können komplexe Synthesestrategien zur 
Herstellung verschiedener natürlicher und modifizierter Glykanstrukturen entwickelt 
werden (Sauerzapfe und Elling 2008). Aufgrund der hohen regio- und stereo-Selektivität 
der Glykosyltransferasen können komplexe Mischungen unterschiedlicher Donor- und 
Akzeptorsubstrate in Eintopf-Synthesen eingesetzt werden (Palcic 1999; Palcic 2011). So 
können beispielsweise durch die Kombination einer β1,4-Galaktosyltransferase und einer 
β1,3-GlcNAc-Transferase lineare poly-LacNAc-Glykane im Gramm-Massstab hergestellt 
werden (Adamiak et al. 2012; Di Virgilio et al. 1999; Rech et al. 2011; Sauerzapfe et al. 
2009; Vasiliu et al. 2006). Dabei können unterschiedliche Modifikationen am 
reduzierenden Ende verwendet werden, um so eine nachfolgende Immobilisierung zu 
ermöglichen. Durch optimierte Reaktionsbedingungen kann die Länge der Glykanketten 
positiv beeinflusst werden, so dass Kettenlängen mit bis zu sechs LacNAc-Einheiten 
synthetisch zugänglich sind (Rech et al. 2011). Des Weiteren ist durch die Kombination 
mit einer UDP-Glc-4‘-Epimerase die kostengünstige Generierung von UDP-Galaktose aus 
UDP-Glukose möglich, wobei auch eine Fusion der Epimerase mit der Glykosyltransferase 
möglich ist (Blixt et al. 2001; Rech et al. 2011). Auf ähnliche Weise können 
Hyaluronsäure-Oligosaccharide durch Kopplung zweier Glykosyltransferasen synthetisiert 
werden (De Angelis et al. 2003). Weitere Modifikationen mit Sulfatgruppen, Neuramin-
säure, Fucose und vielem mehr, erlauben die Synthese von Blutgruppenepitopen, Lewis-
epitopen und Glykolipid-Oligosacchariden (Blixt et al. 2002; Palcic et al. 1997; Paulson et 
al. 2006; Sauerzapfe et al. 2009). 
Aufgrund der hohen Kosten von Nukleotidzuckern wurden unterschiedliche 
Regenerations- oder Produktionsstrategien für diese Donorsubstrate entwickelt. Die 
Herstellung von Nukleotidzuckern basiert zum Beispiel auf dem natürlichen Syntheseweg, 
bei dem ein aktiviertes Zucker-1-Phosphat mithilfe einer Pyrophosphorylase mit einem 
Nukleotid verknüpft wird. Entsprechende Zucker-1-Phosphate können mithilfe einer 
Kinase hergestellt werden. Durch anschließende Isomerisierung oder Aminierung wird das 
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Spektrum herstellbarer Zuckerderivate erweitert (Bülter und Elling 1999). Durch 
Mutagenese der natürlichen Hexosekinasen kann das Substratspektrum ebenfalls erweitert 
werden, so dass auch unnatürliche Zucker umgesetzt werden können (Yang et al. 2005). 
Im Anschluss an die Aktivierung zum 1-Phosphat erfolgt die Übertragung des Zuckers auf 
ein Nukleosiddiphosphat. Unterschiedliche Reaktionen wurden von der Arbeitsgruppe 
Elling untersucht: So zum Beispiel die Synthese dTDP-aktivierter Zucker mithilfe von 
Enzymen des Rhamnose-Synthesewegs wie RmlA (Amann et al. 2001) oder die 
Herstellung von GDP-Mannose (Elling et al. 1996) und UDP-Glukose (Elling 1996). Die 
Nutzung des bifunktionellen Enzyms L-Fucokinase/GDP-β-L-Fuc-pyrophosphorylase 
(FKP) aus Bacterioides fragilis zur Synthese von GDP-Fucose ausgehend von Fucose, 
ATP und GTP (Liu et al. 2011) wird zurzeit in der Arbeitsgruppe verfolgt (Engels et al. 
unveröffentlichte Daten). Zur effizienten Synthese sind Wissen über die kinetischen 
Parameter, den Cofaktorbedarf und Inhibitionskonstanten von entscheidender Bedeutung, 
um optimale Bedingungen für die eingesetzten Enzyme zu gewährleisten (Amann et al. 
2001; Bülter und Elling 1999; Elling 1996; Elling et al. 1996; Sauerzapfe und Elling 
2008). 
Neben der Herstellung Nukleotid-akivierter Monosaccharide über den natürlichen 
Syntheseweg über Zucker-1-Phosphate und anschließende Übertragung mit einer Pyro-
phosphorylase, ist ein alternativer Syntheseweg mithilfe der pflanzlichen Sucrose-Synthase 
möglich. Dabei wird Glukose von Saccharose auf ein Nukleosiddiphosphat, wie dTDP, 
UDP, ADP oder CDP übertragen (Bülter et al. 1997; Elling et al. 2005; Sauerzapfe et al. 
2008a; Zervosen et al. 1998; Zervosen et al. 1996). Durch weitere enzymatische 
Umsetzungen der aktivierten Glukose kann eine Vielzahl unterschiedlicher aktivierter 
Zucker hergestellt werden (Elling et al. 2005; Rupprath et al. 2007). Bei dieser 
Syntheseroute ist die einfache Kopplung mit Leloir-Glykosyltransferasen hervorzuheben. 
Bei der Übertragung des Zuckers auf ein Akzeptorsubstrat wird das Nukleosiddiphosphat 
wieder freigesetzt und kann direkt zur anschließenden Synthese eines neuen Nukleotid-
aktivierten Monosaccharids mit der Sucrose-Synthase genutzt werden (Rupprath et al. 
2007; Sauerzapfe et al. 2008a; Zervosen und Elling 1996). Dadurch werden sowohl die 
Kosten der Synthese reduziert, da Nukleosiddiphosphate nur in katalytischen Mengen 
eingesetzt werden müssen, als auch die Reaktionsbedingungen für die Glykosyl-
transferasen optimiert, da inhibitorisch wirkende Nukleosiddiphosphate aus dem 
Reaktionsgemisch entfernt werden. 
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Die zusätzliche Möglichkeit der Synthese und Rezyklierung von Nukleosidphosphaten mit 
unterschiedlichen Kinasen erweitert die Kombinationsvielfalt und ermöglicht preiswerte 
Synthesen in präparativen Maßstäben. Dabei können sowohl Nukleosiddiphosphate zur 
Glykosylierung mit SuSy als auch Nukleosidtriphosphate als Kinase- und Pyro-
phosphorylasesubstrat generiert werden (Bourgeaux et al. 2007; Elling et al. 2005; 
Noguchi und Shiba 1998; Zervosen et al. 1996). 
Das Wissen der AG Elling über die Optimierung von multi-Enzym-Reaktionen zur 
Synthese komplexer Glykanderivate sollte in dieser Arbeit zur Herstellung von Galektin-
Inhibitoren eingesetzt werden. 
1.3.3 Galektin-Inhibitoren 
Aufgrund der vielen wichtigen Aufgaben von Galektinen in unterschiedlichen physio-
logischen und pathologischen Prozessen im menschlichen Körper (siehe Kapitel 1.2.3) 
herrscht großes Interesse an der Herstellung hoch affiner und möglichst spezifischer 
Liganden für Galektine (Cumpstey et al. 2005a; Cumpstey et al. 2008; Giguere et al. 2008; 
Giguere et al. 2006b; Pieters 2006; Salameh et al. 2010; Salameh et al. 2005; Sörme et al. 
2002). 
Vor allem für Galektin-3 sind hochaffine Inhibitoren beschrieben, aber auch für andere 
Galektine gibt es interessante Inhibitoren. Gute Galektin-3-Liganden basieren zum Beispiel 
auf einer Verlängerung eines Mono- oder Disaccharids in Binderegion B (siehe Abbildung 
1.6), wo eine Interaktion mit einem Argininrest (R144) eingegangen wird (siehe Abbildung 
1.8, oben links). Aromatische Ringe interagieren unter anderem über π-Kationen-
Interaktion (Aren-Arginin-Wechselwirkung) mit dem Argininrest, wodurch die 
inhibitorische Kraft der Zuckermoleküle erhöht wird (Oberg et al. 2008; Sörme et al. 
2005). Durch Spiegelung dieses Motivs in Thiodigalaktosiden kann durch doppelte Aren-
Arginin-Wechselwirkung (R144 und R186) die Inhibitionswirkung weiter erhöht werden, 
indem eine zweite Wechselwirkung in Bindetasche E erreicht wird (siehe Abbildung 1.8, 
mittig) (Oberg et al. 2008; Sörme et al. 2005). Solche Zucker ermöglichen keine 
Verstärkung der Bindung für die N-terminale Domäne des Galektins-8, da diese an 
entsprechender Position in Binderegion E kein Arginin aufweist (Cumpstey et al. 2008). 
Auf ähnliche Weise wird die Bindung für Galektin-1 erhöht, indem zum Beispiel 
Isoxazolringe oder Triazole an die 3`-OH-Gruppe angehängt werden (Giguere et al. 
2006a).  
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Modifikationen an der 2`-OH-Gruppe der Galaktose können ebenfalls für hohe 
Inhibitionskräfte zum Galektin-3 sorgen. Dort angehängte geladene Gruppen wie zum 
Beispiel Sulfate oder Phosphate interagieren mit dem Argininrest in Bindetasche B und 
erhöhen dadurch die Bindestärke (Oberg et al. 2008). Auch Talosederivate weisen hohe 
Inhibitionskräfte zu unterschiedlichen Galektinen, wie Galektin-1, Galektin-3 und die N-
terminale CRD des Galektins-8 auf. Außerdem wird diesbezüglich diskutiert, dass diese 
Derivate, aufgrund des im Menschen nicht vorkommenden Zuckers, längere Zirkulations-
zeiten im Blut haben und somit besser als Medikamente geeignet sein könnten (Oberg et 
al. 2011b). 
Abbildung 1.8: Auswahl einiger Galektin-Liganden 
Dargestellt sind im oberen Bereich Galektin-3-Liganden, welche Arginin-Aren-Wechselwirkungen an zwei 
unterschiedlichen Positionen ausnutzen. Durch Kombination beider Wechselwirkungen kann ein stark 
bindender Ligand erzeugt werden (mittig dargestellt). Im unteren Bereich ist ein Galektin-1-Ligand gezeigt, 
welcher in Bindetasche E zusätzliche Wasserstoffbrücken ausbildet. 
 
Einige Galektin-1-Liganden machen sich die Bindung eines Aglykons in Binderegion E 
zunutze, indem Galaktose oder Laktose am Kohlenstoffatom C1 modifiziert wird. Dabei 
wird zum Beispiel ein Phenolderivat mit erhöhter Inhibitionsleistung beschrieben (Giguere 
et al. 2008). Auch ein Sulfon-Naphtol Derivat, das neben erhöhter inhibitorischer Stärke 
auch erhöhte Selektivität für das Galektin-1 im Vergleich zum Galektin-3 aufweist 
(Giguere et al. 2006b), wurde entwickelt (siehe Abbildung 1.8, unten). Die erhöhte 
Galektin-3 Kd = 2,2 µM 
(Cumpstey et al. 2007) 
Galektin-3 Kd = 880 nM 
(Sörme et al. 2002) 
Galektin-3 Kd = 50 nM 
(Cumpstey et al. 2005b) 
Galektin-1 Kd = 40 µM 
(Giguere et al. 2006a) 
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Bindung ist in diesem Fall nicht auf Arginin-Aren-Wechselwirkungen, sondern auf 
Wasserstoffbrücken zurückzuführen (Giguere et al. 2006b). 
Es ist generell akzeptiert, dass zum Erreichen hoher Bindestärken bei Glykan-Protein-
Wechselwirkungen multivalente Liganden sinnvoll sind (Gustafsson und Holgersson 
2006). Demnach wurden einige multivalente Liganden mit unterschiedlicher Anzahl von 
Glykaneinheiten untersucht (Pieters 2006). Divalente Liganden zeigen teilweise nur 
schwache Anstiege der Bindungsleistung (Ahmad et al. 2004b). Die Bindeeigenschaften 
höherer Oligomere sind schwierig vorherzusagen, da neben der Glykanmenge viele weitere 
Aspekte die Bindung beeinflussen: Die Art, Länge und Rigidität der Verbindung der 
einzelnen Liganden tragen zum Beispiel entscheidend zur Gesamtbindung bei; unter 
anderem da dies die Zugänglichkeit der Liganden beeinflusst (Gouin et al. 2010). 
Außerdem beeinflusst die Multivalenz (Dimerisierung oder Oligomerisierung) des 
Galektins ebenfalls die mögliche Steigerung der Bindestärke durch Erhöhung der 
Ligandenvalenz und die Galektine-1 und -3 reagieren unterschiedlich auf verschiedene 
Liganden (Andre et al. 1999; Gouin et al. 2010; Vrasidas et al. 2003). So ist beispielsweise 
ein Laktose-Tetramer mit rigiden Linkern ein extrem guter Galektin-3-Ligand, wohingegen 
die Bindung für das Galektin-1 moderat ist (Vrasidas et al. 2003). Im Gegensatz dazu sind 
starburst poly(amidoamine) Glykodendrimere mit 4, 32 oder 64 Laktoseeinheiten sehr gute 
Galektin-1-Liganden, aber schwache Galektin-3-Bindepartner (Andre et al. 1999). Andere 
di- bis tetravalente Glykanderivate zeigen wiederum moderate Steigerung in ihrer 
Inhibitionswirkung für beide Galektine (Gouin et al. 2010). Ein multivalentes Polymer mit 
hoher Flexibilität bezüglich der Orientierung der Laktoseeinheiten zeigt ebenfalls eine gute 
Steigerung der Inhibitionskraft für das Galektin-1 (Nelson et al. 2004). 
Auch Peptide und Peptidanaloga werden als Inhibitoren der Galektin-Glykan-Wechsel-
wirkung diskutiert. Dabei sind zum einen Peptide zu nennen, die die Glykanstruktur 
nachahmen, sogenannte Glykomimetika. Solche Peptide enthalten oft ein YXY-Motiv, 
welches die Glykanstruktur widerspiegelt. Pentapeptide, die dieses Motiv enthalten, zeigen 
Bindeaffinität zu unterschiedlichen Galektinen, jedoch nur in der Größenordnung von 
freier Galaktose. Dabei zeigten sich leichte Unterschiede bezüglich verschiedener 
Galektine (Arnusch et al. 2004). Neben der recht schwachen Bindung in der 
Glykanbindetasche wurde auch eine Aggregation mehrerer Galektin-Moleküle durch 
Zugabe der Peptide beobachtet (Arnusch et al. 2004). Der genaue Mechanismus, ob es sich 
um eine multivalente Bindung an ein Peptid oder eine Peptid-Protein-Quervernetzung 
handelt, bleibt jedoch unklar. Die glykomimetische Funktion dieser Peptide wird jedoch 
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kontrovers diskutiert und könnte ein Artefakt des Testaufbaus, bedingt durch Peptid-
bindung an das als Galektinbindepartner verwendete Asialofetuin, sein (Weber et al. 
2010). Peptide ohne das YXY-Motiv wurden ebenfalls auf ihre Galektinbindung getestet. 
Dabei wurde beispielsweise ein Galektin-3-Ligand entdeckt, der die natürlichen 
Funktionen des Galektins-3 in der Krebszelladhäsion inhibiert (Zou et al. 2005). Der 
genaue Bindemechanismus oder die Binderegion sind noch unklar. Ähnliches gilt für das 
Anginex-Peptid, welches an Galektin-1 jedoch nicht an Galektin-3 bindet und die Affinität 
des Galektins zu komplexen Liganden drastisch erhöht (Salomonsson et al. 2011). 
Aufgrund dieser starken Bindung an Galektin-1, welches in Tumorgefäßen hochreguliert 
wird, in Kombination mit der anti-angiogenen Wirkung von Anginex, wird dieses Peptid 
als Tumormedikament diskutiert (Dings et al. 2010). In Kombination mit einem Toxin 
konnte das Tumorwachstum in einem Mausmodell signifikant reduziert werden (Dings et 
al. 2010). Eine nicht-Peptid-Topomimetikum des Anginex, welches auf Calixaren basiert 
und die Struktur des Anginex widerspiegelt, wurde ebenfalls entwickelt (Dings et al. 
2012). Dieses Molekül bindet nicht in der Glykanbindetasche, zeigt jedoch eine 
allosterische Inhibition der Galektin-Glykan-Bindung, so dass es die Funktion des 
Galektins-1 stört und ebenfalls als Krebsmedikament diskutiert wird (Dings et al. 2012). 
1.4 Konzepte zum Aufbau eines Glyko-Biointerface auf Biomaterialien 
Aufgrund der vielfältigen Funktionen von Galektinen bezüglich der Adhäsion 
unterschiedlicher Zellen an bestimmte Materialien stellen diese interessante Moleküle zur 
Beschichtung von Biomaterialoberflächen dar (Römer und Elling 2011). Einige Beispiele 
für Galektin-vermittelte Adhäsion wurden bereits in Kapitel 1.2.3.3 erläutert. Dabei wird 
vor allem für die Galektin-1-vermittelte Adhäsion Potential für Biomaterialbeschichtungen 
gesehen (Chen et al. 2005; Marcon et al. 2005). Neben relativ simplen Beschichtungen 
entweder mit Glykanen oder mit Galektinen, könnte durch Kombination von Glykanen, 
Galektinen und ECM-Glykoproteinen eine möglichst detaillierte Nachbildung der 
extrazellulären Matrix geschehen. Die ECM wird aufgrund ihrer natürlichen Funktionen 
der Stabilitätsgebung und Signalvermittlung für adhärierende Zellen als sinnvolle 
Beschichtung von Biomaterialien diskutiert (Kim und Mooney 1998; Rosso et al. 2004). 
In der Arbeitsgruppe Elling wird zurzeit an solchen neuartigen Beschichtungen gearbeitet. 
Dabei wird sowohl die Synthese und Immobilisierung von Glykanen (Adamiak et al. 2012; 
Anders et al. 2011a; Rech et al. 2011; Sauerzapfe et al. 2009), als auch der Aufbau einer 
künstlichen extrazellulären Matrix (Adamiak et al. 2012; Beer et al. 2012a; Sauerzapfe et 
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al. 2009) sowie die Anbindung von Zellen auf dieser untersucht (Beer et al. 2012b). Bei 
der Glykansynthese werden zwei Schwerpunkte verfolgt. Die Herstellung von möglichst 
langen poly-LacNAc-Ketten und deren Modifizierungen zur Herstellung möglichst affiner 
Liganden sind ein wichtiger Aspekt (Rech et al. 2011; Sauerzapfe et al. 2009). Der andere 
Schwerpunkt beruht auf unterschiedlichen Strategien/Methoden zur Immobilisierung der 
Glykane. Dabei wurden verschiedene Linker getestet, die sich in Ihrer Länge, 
Funktionalität und Kopplung an die Zuckereinheit unterscheiden (Adamiak et al. 2012). 
Darüberhinaus wurde eine divalente Präsentation durch geeignete chemische 
Kopplungsagenzien untersucht (Anders et al. 2011a; Anders et al. 2011b). Ausgehend von 
diesen Zuckern wurden Beschichtungen hergestellt, auf denen Galektine binden können, 
welche wiederum ECM-Glykoproteine binden und somit zum Aufbau einer künstlichen 
extrazellulären Matrix geeignet sind (Adamiak et al. 2012; Beer et al. 2012a; Sauerzapfe 
2008; Sauerzapfe et al. 2009). Erste Versuche zur Adhäsion und Proliferation von 
Fibroblasten zeigten eine sehr gute Anbindung und Wachstum dieser auf einer Oberfläche, 
die mit poly-LacNAc, dem Modell-Lektin CGL2 und Fibronektin beschichtet ist (Beer et 
al. 2012c). 
Basierend auf diesen Ergebnissen sollten in der vorliegenden Arbeit weiterführende 
Untersuchungen zum Aufbau einer künstlichen extrazellulären Matrix durchgeführt 
werden.  
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2 Zielsetzung 
Ziel dieser Arbeit war die Synthese und Charakterisierung unterschiedlicher Glykan-
strukturen und Galektine für den Aufbau einer Biomaterialbeschichtung wie in 1.4 
beschrieben. Dabei wurden zwei Strategien verfolgt (siehe Abbildung 2.1).  
Abbildung 2.1: Schematische Darstellung des Aufbaus einer künstlichen extrazellulären Matrix 
Dargestellt sind zwei mögliche Aufbauten für eine künstliche extrazelluläre Matrix bestehend aus einem 
inerten Biomaterial, Glykanen, Galektinen und ECM-Glykoproteinen. Die Möglichkeit A zeigt einen Aufbau 
aus immobilisiertem Glykan, daran gebundenem Galektin und wiederum vernetztem ECM-Glykoprotein 
(Beer et al. 2012c) oder direkte Bindung einer Zelle an das Galektin. Die Variante B basiert auf einer 
direkten Immobilisierung eines Galektins, welches entweder ein ECM-Glykoprotein zur Zellanbindung oder 
direkt Glykoproteine der Zelle bindet und somit die Adhäsion reguliert. 
 
Es sollte ein Aufbau bestehend aus immobilisiertem Glykan, daran gebundenem Galektin 
und darüber immobilisiertem ECM-Glykoprotein untersucht werden (siehe Abbildung 2.1 
A), wie er bereits mit dem Modell-Lektin CGL2 von Beer et al. gezeigt wurde (Beer et al. 
2012c). Dieser Aufbau weist eine größt-mögliche Flexibilität auf, da nur die Glykane 
kovalent immobilisiert sind und alle weiteren Bestandteile durch ihre nativen 
Bindeeigenschaften miteinander wechselwirken. Des Weiteren sollte ein Aufbau 
untersucht werden, bei dem das Galektin direkt auf einer Biomaterialoberfläche 
immobilisiert wird und die anschließende Adhäsion von Zellen direkt oder wiederum über 
A          B 
ECM-Protein oder 
Zelle 
Biomaterialoberfläche 
ECM-Protein oder 
Zelle 
Biomaterialoberfläche 
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die Bindung von ECM-Glykoproteinen vermittelt wird (siehe Abbildung 2.1 B). Dieser 
Aufbau vereinfacht die komplexe Situation von Aufbau A, erlaubt aber weiterhin die 
natürliche Bindung von ECM-Glykoproteinen und Zellen. 
Für die Variante A (siehe Abbildung 2.1) sollten immobilisierbare Glykanliganden 
hergestellt werden, die sich durch hohe Bindegüte und Selektivität für bestimmte Galektine 
auszeichnen. Als Basis für diese Glykane dienten poly-LacNAc-linker-tBoc-Saccharide, 
welche in ersten Studien zum Aufbau einer künstlichen extrazellulären Matrix bereits 
erfolgreich eingesetzt werden konnten (Beer et al. 2012c). Durch chemo-enzymatische 
Modifikationen dieser poly-LacNAc-Ketten sollte eine verbesserte Bindung und 
Selektivität erreicht werden. Dazu wurde die terminale, nicht-reduzierende Galaktose-
Einheit modifiziert, um somit Selektivität zwischen den Galektinen-1 und -3, welche sich 
in der Erkennung interner Galaktosereste unterscheiden, zu erreichen. Als mögliche 
Modifikationen wurden das natürliche LacDiNAc-Epitop, sowie eine enzymatische 
Oxidation ausgewählt. Im Anschluss an die Oxidation können unterschiedliche chemische 
Modifikationen eingebracht werden, wodurch eine hohe Flexibilität erreicht wird. Dies 
erhöht die Wahrscheinlichkeit affine und/oder selektive Liganden herzustellen. 
Für Aufbau B (siehe Abbildung 2.1) sollte das Galektin möglichst nativ und 
funktionstüchtig immobilisiert werden. Um dies zu ermöglichen, sollten Galektin-
Fusionsproteine mit einem SNAP-tag hergestellt werden, welcher die gerichtete 
Immobilisierung der Galektine ermöglicht. Zur Kontrolle der Immobilisierung sollte 
zusätzlich ein Fluoreszenzsignal in das Fusionsprotein eingebracht werden, was in Form 
von Fluoreszenzproteinen geschehen sollte. 
In der vorliegenden Arbeit sollten die Bestandteile der Biomaterialbeschichtungen 
bereitgestellt und charakterisiert werden, um anschließend verschiedene Beschichtungen 
aufbauen und auf ihre Auswirkungen auf Zelladhäsion, Proliferation und Reifung zu 
untersuchen. 
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3 Material und Methoden 
3.1 Molekularbiologische Methoden 
In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Galektin-Konstrukte kloniert, um diese für weitere 
Anwendungen zur Verfügung zu stellen. Dabei handelt es sich um Fusionsproteine aus 
His6-Tag, SNAP-Tag, einem Fluoreszenzprotein und einem humanen Galektin. Das 
Galektin-3 wurde mit YFP markiert, wohingegen das Galektin-1C2S mit einer DsRed-
Mutante fusioniert wurde, die als Monomer vorliegt. Das zweite Konstrukt wurde von 
Hulong Liu während seiner Masterarbeit kloniert. Die Abläufe der Klonierungen sind in 
Abbildung 3.1 schematisch dargestellt und werden im Folgenden erläutert. 
Abbildung 3.1: Schematischer Ablauf der Klonierungen 
Das Schema zeigt, in welcher Reihenfolge die Klonierung der beiden neuen Konstrukte ausgehend von den 
Vektoren pET17-His6-SNAP-YFP-hSOM, pETDuet-His6-Gal-3, pETDuet-His6-Gal1-C2S und pJET-
DsRedM ablief. Das Galektin-1C2S wird in dieser Abbildung verkürzt als Gal-1 und das DsRedMonomer als 
DsRed bezeichnet. 
3.1.1 Klonierungsablauf pET17-His6-SNAP-YFP-Gal-3 
Die Klonierung des pET17-His6-SNAP-YFP-Gal-3 erfolgte auf Basis des pET17-His6-
SNAP-YFP-hSOM, das von Dr. Tobias Recker (Institut für Biochemie und Molekular-
biologie, Uniklinikum Aachen, Prof. Gerhard Müller-Newen (Recker et al. 2011)) zur 
Verfügung gestellt wurde. Das Gen des humanen Cytokins hSOM wurde mit den 
Restriktionsenzymen BsrGI und EcoRI ausgeschnitten und durch das Gen des humanen 
Galektins-3 ersetzt (siehe Abbildung 3.1 A). Dazu wurde das Galektin-3-Gen aus 
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pETDuet-His6-Gal-3 so vervielfältigt, dass es N-terminal eine BsrGI-Schnittstelle und C-
terminal eine EcoRI-Schnittstelle erhielt. Durch Restriktion des aufgereinigten PCR-
Produkts wurden zum Vektor komplementäre Überhänge freigesetzt und diese miteinander 
ligiert. Nach erfolgter Transformation in E.coli NovaBlue (Novagen/ Merck, Darmstadt, 
Deutschland) wurde das Konstrukt mittels PCR, Restriktionsanalyse und Sequenzierung 
verifiziert.  
3.1.2 Klonierungsablauf pET17-His6-SNAP-DsRedM-Gal-1C2S 
Die Klonierung des pET17-His6-SNAP-DsRedM-Gal-1C2S wurde, ausgehend vom 
pET17-His6-SNAP-YFP-Gal-3, in zwei Schritten durchgeführt. Zunächst wurde, wie zuvor 
für hSOM beschrieben, das Galektin-3-Gen aus dem Vektor entfernt und durch das Gen für 
Galektin-1C2S ersetzt (siehe Abbildung 3.1 B). Anschließend wurde das YFP-Gen mit 
NcoI und BsrGI ausgeschnitten und durch das DsRedM-Gen ersetzt (siehe Abbildung 3.1 
C). Dazu wurde DsRedM aus dem pJET-DsRedM-Vektor (Gabe von Tobias Recker, 
Institut für Biochemie und Molekularbiologie, Uniklinikum Aachen, Prof. Gerhard Müller-
Newen,) amplifiziert und mit einer N-terminalen NcoI-Schnittstelle und einer C-terminalen 
BsrGI-Schnittstelle versehen. Da das DsRedM-Gen eine interne BsrGI-Schnittstelle 
enthält, mussten die Restriktionsbedingungen so gewählt werden, dass diese nicht 
geschnitten wird, jedoch die notwendigen Überhänge an den Enden freigesetzt werden. 
Dazu wurde das PCR-Produkt zunächst in einen pJET-Vektor (Fermentas, St Leon-Roth, 
Deutschland) kloniert. Dieser wurde vollständig mit NcoI geschnitten. Anschließend wurde 
das DsRedM-Gen mit stark reduzierten BsrGI-Mengen und kurzen Inkubationszeiten 
herausgeschnitten, um Fragmente zu erhalten, deren interne Schnittstelle nicht erkannt 
wurde. Durch die Klonierung in den pJET-Vektor ist die Restriktion zum einem besser 
kontrollierbar und zum anderen wird die Schnittwahrscheinlichkeit am Ende des Gens 
erhöht, da dieses nun mittig im Vektor liegt. Fragmente der entsprechenden Größe wurden 
aus einem Agarosegel aufgereinigt und in den geschnittenen Vektor ligiert. Das Konstrukt 
wurde ebenfalls durch unterschiedliche Restriktionsanalysen und Sequenzierung 
verifiziert. 
3.1.3 Plasmidpräparation 
Die Plasmidpräparation erfolgte mithilfe eines Kits der Firma Peqlab (Erlangen, 
Deutschland) und wurde entsprechend der Anleitung durchgeführt. Die Plasmidpräparation 
basiert auf folgender Abfolge:  
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 Zellaufschluss mit alkalischer Lyse 
 Neutralisation und Einstellen einer hohen Salzkonzentration zur nachfolgenden 
Bindung 
 Entfernung von genomischer DNS und gefällten Proteinen durch Zentrifugation 
 Binden der Plasmid-DNS an eine Silica-Membran 
 Waschen der Membran zur Entfernung von Salzen und Endonukleasen 
 Elution der DNS mit Wasser 
3.1.4 Polymerase-Kettenreaktion 
Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) dient der 
Vervielfältigung von DNS. Dazu wird eine Vorlage (template) verwendet, an welche sich 
spezifische DNS-Oligonukleotide (Primer) anlagern. Ausgehend von diesen Primern 
erfolgt die Vervielfältigung der eingeschlossenen DNS mithilfe einer DNS-Polymerase 
und den entsprechenden Desoxy-Nukleosidtriphosphaten. Zweiwertige Mg
2+
-Ionen werden 
als Cofaktor benötigt (sieheTabelle 3.1). 
 
Tabelle 3.1: Zusammensetzung des PCR-Ansatzes 
Volumen [µl] Substanz Konzentration 
5 10x KOD-Polymerase-Puffer 1x 
3 25 mM MgSO4 1,5 mM 
5 Desoxy-Nukleosidtriphosphate (je 2 mM) Je 0,2 mM 
31 Autoklaviertes Millipore-Wasser  
1,5 10 µM Vorwärts-Primer 0,3 µM 
1,5 10 µM Rückwärts-Primer 0,3 µM 
2 DNS-Vorlage Unterschiedliche 
Verdünnungen 
1 1 U/µL KOD Hot Start DNS-Polymerase 0,02 U/µL 
50   
 
Die Polymerase-Kettenreaktion erfolgt in Zyklen von 3 Schritten: 
 Denaturierung der DNS durch Hitze 
 Anlagern der Primer  
 Verlängerung der DNS mithilfe der DNS-Polymerase 
Bevor diese Zyklen durchgeführt wurden, wurde die KOD-hot-start-Polymerase für 2 min 
auf 95°C erhitzt und so aktiviert. Die letzte DNS-Verlängerung wurde zeitlich ausgedehnt, 
um eine optimale Elongation zu gewährleisten. Als Anlagerungstemperatur wurde zur 
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Vereinfachung die niedrigste Schmelztemperatur der kompletten verwendeten Primer 
genutzt, anstatt die tatsächliche Schmelztemperatur der anlagernden Bereiche zu 
berechnen. Der vollständige Ablauf der PCR ist in Tabelle 3.2 aufgeführt. Die 
verwendeten Primer sind in Tabelle 3.3 aufgelistet. 
 
Tabelle 3.2: PCR-Programme 
Die Abläufe der PCR unterscheiden sich je nach Länge des zu amplifizierenden Gens und nach der 
Schmelztemperatur der Primer. 
Schritt Vervielfältigtes Gen 
 Gal-3 Gal-1C2S DsRedM 
Aktivierung 95°C 2 min 95°C 2 min 95°C 2 min 
Denaturierung 95°C 20 s 95°C 20 s 95°C 20 s 
Primer-Bindung 64°C 10 s 71°C 10 s 66°C 10 s 
Verlängerung 70°C 15 s 70°C 5 s 70°C 12 s 
Zyklenzahl 30 30 30 
Abschlussverlängerung 70°C 2 min 70°C 2 min 70°C 2 min 
 
Tabelle 3.3: Verwendete Primer 
Der Tabelle können die Sequenzen der für die Vervielfältigung des Galektin-3-, des Galektin-1C2S- und des 
DsRedM-Gens verwendeten Primer und deren spezifische Schmelztemperaturen entnommen werden. 
Primer Schmelz-
punkt 
Sequenz (5’-3’) 
C-EcoRI-Gal3 64°C GAATTCTTATATCATGGTATATGAAGCACTGGTGAGG 
N-BsrGI-AG-Gal3 67°C TGTACAAGATGGCAGACAATTTTTCGCTCCAT 
C-Gal-1C2S-NotI 76 ℃ ATGCGGCCGCTCAGTCAAAGGCCACACATTTG 
N-BsrGI-Gal-1C2S 71 ℃ CGTGTACAACATGGCTTGTGGTCTGGTCGC 
C-DsRedM-BsrGI 66 ℃ AATGTACAACTGGGAGCCGGAGTGGC 
N-NcoI-DsRedM 67 ℃ GAGCCACCATGGACAACACCGAGGAC 
 
3.1.5 Restriktion 
Die Restriktion der Plasmid-DNS erfolgte mit Puffern und Enzymen der Firma Fermentas 
(St. Leon-Roth, Deutschland). Restriktionen dienten zum Ausschneiden von DNS-
Fragmenten und Freilegen der entsprechenden kompatiblen Enden zur nachfolgenden 
Ligation, sowie zur Kontrolle von Plasmiden anhand der erwarteten Restriktionsmuster. 
Zur Durchführung der Restriktion wurde ein geeigneter Puffer ausgewählt, in dem die 
verwendeten Restriktionsenzyme eine möglichst hohe Aktivität aufweisen und die 
Enzymmenge entsprechend der Restaktivität angepasst. Standardmäßig wurde bei 37°C für 
2 h geschnitten. Beispielhaft ist der Restriktionsansatz zum Entfernen des Cytokins hSOM 
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aus pET17-His6-SNAP-YFP-hSOM und Freilegen der entsprechenden Enden in Tabelle 
3.4 dargestellt 
 
Tabelle 3.4: Beispiel eines Restriktionsansatzes 
Das Pipettierschema für den Restriktionsverdau des pET17-His6-SNAP-YFP-hSOM zum Ausschneiden des 
Cytokingens und anschließender Ligation des Galektin-3-Gens ist gezeigt. 
Volumen [µl] Substanz 
22 Plasmid-DNS nach Plasmidpräparation 
6 10x Tango 
0,5 EcoRI 
3 BsrGI 
30  
 
Für die Klonierung des pET17-His6-SNAP-DsRedM-Gal1C2S wurde das DsRedM-Gen 
partiell geschnitten, um eine interne Schnittstelle unberührt zu lassen. Dazu wurde 
zunächst vollständig mit NcoI geschnitten und anschließend mit unterschiedlichen BsrGI-
Mengen (0,5 μl, 0,1 μl, 0,02 μl, 0,004 μl und 0,0008 μl) für 7 min teilweise geschnitten, 
um das entsprechende zweifach geschnittene Fragment zu erhalten. 
3.1.6 Agarose-Gelelektrophorese 
Die Auftrennung einzelner DNS-Fragmente zur Kontrolle der Restriktion und 
Aufreinigung von Fragmenten bestimmter Größe wurde mithilfe der Agarose-
gelelektrophorese durchgeführt. Dazu wurde 1% Agarose in TAE-Puffer (siehe 8.6.8) 
durch Erhitzen gelöst und bei 60°C flüssig gelagert. Nach dem Einfüllen in eine 
Gelkammer polymerisierte das Gel bei Raumtemperatur aus. Die DNS-Proben wurden mit 
6x-Ladepuffer (Fermentas, St Leon-Roth, Deutschland) versetzt und bis zu 30 µL je 
Tasche aufgetragen. Als Größenvergleich diente ein Marker (gene ruler, 1 kb DNA ladder, 
Fermentas), der vor dem Auftragen 1:6 oder 1:12 verdünnt und ebenfalls mit Ladepuffer 
versetzt wurde. Die Gelelektrophorese wurde bei 120 V für 40 min durchgeführt. 
Anschließend folgte die Anfärbung der DNS für 30 min durch Gel-Red (Biotium, 
Hayward, USA), welches durch Anregung mit ultraviolettem Licht detektiert wurde. 
3.1.7 Aufreinigung von DNS 
Die mithilfe der PCR amplifizierte oder aus einem Agarosegel ausgeschnittene DNS wurde 
mithilfe eines Aufreinigungskits der Firma Macherey-Nagel (Düren, Deutschland) vor der 
weiteren Verwendung von Pufferbestandteilen und Proteinen befreit. Die Aufreinigung 
erfolgte nach Angaben des Herstellers. Sie basiert auf der Bindung der DNA an die Silica-
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Membran der Aufreinigungssäule in Puffer mit leicht saurem pH und einer großen Menge 
chaotroper Salze. Durch Waschen mit ethanolhaltigem Puffer wurden Verunreinigungen 
entfernt. Die Elution erfolgte unter leicht alkalischen Bedingungen bei geringer Salz-
konzentration. 
3.1.8 Konzentrationsbestimmung von DNS 
Die DNS-Konzentration wurde photometrisch bestimmt, um für nachfolgende Ligations-
ansätze sinnvolle Volumina einzusetzen. Dabei wurde die Absorption der aromatischen 
Ringsysteme der Basen bei 260 nm gemessen. Die DNS wurde 1:50 in Wasser verdünnt 
und die Absorption bei 260 nm gegen einen Nullwert ohne DNS in einer UV-Licht-
durchlässigen Mikrotiterplatte (Greiner Bio-one, Frickenhausen, Deutschland) gemessen. 
Es wurden 100 µL Probe je Kavität eingesetzt. Die DNS-Konzentration berechnet sich 
nach Formel 1. 
FAc  260  
c = DNS-Konzentration [µg/mL] 
A260 = Absorption bei 260 nm [-] 
ε = Extinktionskoeffizient mit eingerechneter Schichtdicke [µg/mL] 
F = Verdünnungsfaktor (50) [-] 
Formel 1: Photometrische Bestimmung der DNS-Konzentration 
3.1.9 Ligation 
Bei der Ligation werden zwei DNS-Fragmente mit kompatiblen Enden miteinander 
verknüpft. Meistens handelt es sich bei den Fragmenten um Vektor und Insert. Für die 
Ligation wurde das Insert äquimolar oder im Überschuss zum Vektor verwendet. Die 
eingesetzten Volumina berechnen sich anhand der zuvor bestimmten Konzentration. Zur 
Vereinfachung wurde das Molekulargewicht von Vektor und Insert über die Anzahl der 
Basen abgeschätzt und nicht exakt aufgrund der Basenzusammensetzung berechnet (siehe 
Formel 2). Die Ligation der beiden Fragmente erfolgt mithilfe der DNA-Ligase bei 22°C 
für 1 h (siehe Tabelle 3.5). 
 
][
][
][
][ bpLänge
bpLänge
ngMasse
FaktorMolarerngMasse Insert
Vektor
Vektor
Insert   
Formel 2: Berechnung der einzusetzenden Insert-Menge für eine Ligation 
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Tabelle 3.5: Zusammensetzung des Ligationsansatzes 
Menge Komponente 
20-100 ng Geschnittener Vektor 
1:1 bis 5:1 (Molares Verhältnis zum Vektor) Geschnittenes Insert 
1 µL T4–Ligase (Fermentas, 1U/µL) 
2 µL T4-Ligase – Puffer (Fermentas, 10x) 
X H2O dest. 
20 µL Gesamt 
 
3.1.10 Transformation 
Unter Transformation versteht man das Einbringen von DNS in eine prokaryotische Zelle. 
In der vorliegenden Arbeit wurden kompetente Zellen (Novagen/ Merck, Darmstadt, 
Deutschland) mittels Hitzeschock transformiert. Dabei wurden E.coli Nova Blue Zellen zur 
Vermehrung von DNS verwendet und unterschiedliche Expressionsstämme für die 
anschließende Proteinexpression mit den entsprechenden Plasmiden transformiert (siehe 
Tabelle 3.6). 
Die Transformation erfolgte entweder mit 0,5-1 µL aufgereinigter Plasmid-DNS oder mit 
5 µL Ligationsansatz. 25-50 µL kompetente Zellen wurden auf Eis aufgetaut und mit der 
entsprechenden Menge Plasmid-DNS zusammengeführt. Nach 2-minütiger Inkubation auf 
Eis erfolgte die Transformation durch einen Hitzeschock bei 42°C für 30 s. Anschließend 
wurden die Zellen für 1 min auf Eis abgekühlt und mit 100 µL SOC-Medium (Novagen/ 
Merck, Darmstadt, Deutschland) versetzt. Die Zellen wurden bei 37°C und 150 UpM für 
30-60 min regeneriert und anschließend auf LB-Platten (siehe 8.6.1), die mit den 
entsprechenden Antibiotika zur Selektion auf plasmidhaltige Zellen angereichert waren, 
ausplattiert. Die Kultivierung der LB-Platten erfolgte bei 37°C über Nacht.  
3.2 Expression und Aufreinigung rekombinanter Proteine 
3.2.1 Expression 
Alle in dieser Arbeit verwendeten rekombinanten Proteine wurden entweder in E.coli 
BL21 (DE3), in E.coli Rosetta (DE3) pLys oder in E.coli Origami (alle Novagen/ Merck, 
Darmstadt, Deutschland) exprimiert (siehe Tabelle 3.6). Dazu wurde eine Vorkultur in 
20 mL LB-Medium (siehe 8.6.1) in 100 mL-Schikanekolben entweder mit einer Kolonie 
oder mit 200 µL einer Kryo-Kultur angeimpft. Die Vorkultur wurde über Nacht bei 37°C 
und 125 UpM inkubiert. 1 L TB-Medium (siehe 8.6.1) wurde als Hauptkultur mit 1% [v/v] 
Vorkultur in 5-L-Erlenmeyerkolben mit Schikane inokuliert und bei 37°C und 80 UpM 
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inkubiert. Alternativ wurden auch geringere Füllvolumen und kleinere Kolben verwendet. 
Nach Erreichen einer OD600 von 0,6-0,8 wurde die Expression des Zielproteins mit 
500 µM IPTG induziert und die Temperatur auf 25°C reduziert. Zur Selektion wurden 
100 µg/mL Ampicillin und je nach Stamm 34 µg/mL Chloramphenicol sowie 12,5 µg/mL 
Tetracyclin zur Vor- und Hauptkultur hinzugegeben. 24 h nach Induktion wurden die 
Zellen durch Zentrifugation geerntet (Sorvall Evolution RC, Rotor SLC 6000, 30 min, 
6000 UpM, 4°C) und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. 
 
Tabelle 3.6: Rekombinant hergestellte Proteine mit entsprechenden zur Expression verwendeten 
Stämmen 
Protein Verwendeter E.coli-Expressionsstamm 
His6-propeptid-cat-β4-Gal-T BL21 (DE3) 
Origami (DE3) 
His6-propeptid-cat-β4-Gal-T Y284L BL21 (DE3) 
Origami (DE3) 
β3-GlcNAc-T BL21 (DE3) 
UDP-Glc/GlcNAc-4’-Epimerase BL21 (DE3) 
His6-Gal-1C2S BL21 (DE3) 
His6-Gal-3 Rosetta (DE3) pLys 
His6-Gal-8 BL21 (DE3) 
His6-SNAP-YFP-Gal-3 Rosetta (DE3) pLys 
His6-SNAP-DsRedM-Gal-1C2S Rosetta (DE3) pLys 
 
3.2.2 Aufreinigung mittels IMAC 
Zur Aufreinigung der unterschiedlichen Proteine wurden diese zunächst mithilfe von 
Ultraschall aus dem Cytosol freigesetzt. Dazu wurden 6 g Zellen in 10 mL Lysepuffer (alle 
Puffer siehe 8.6.2) resuspendiert. Der Aufschluss erfolgte an einer MS72-Sonotrode 
(Bandelin Sonopuls, Berlin, Deutschland) bei einer Amplitude von 52% für zwei Mal 30 s. 
Dabei wurde die Zellsuspension auf Eis gekühlt, um eine mögliche Proteindenaturierung 
durch Hitze zu verringern. Zur Trennung des Rohextrakts von Zelltrümmern wurde die 
Suspension bei 15000 UpM für 30 min bei 4°C zentrifugiert (Sorvall Evolution RC, Rotor 
SS34). Zur Entfernung feiner Partikel wurde der Rohextrakt über 0,45 µm-Cellulose-
Acetat-Filter filtriert. 
Die Aufreinigung His6-markierter Proteine erfolgte mithilfe der Ni
2+
-NTA-Affinitäts-
chromatographie/ immobilisierte Metallionen-Affinitätschromatographie (IMAC). Dies gilt 
für alle Galektin-Konstrukte sowie die His6-propeptid-cat-β4-Gal-T und deren Mutante. 
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Bei diesem Chromatographieverfahren wird die Bindung der basischen Aminosäure 
Histidin an komplexierte Ni
2+
-Ionen über chelatierende Wechselwirkungen ausgenutzt. Die 
Elution wurde durch Verdrängung des Histidins mithilfe des Analogons Imidazol 
durchgeführt. 
In dieser Arbeit erfolgte die Aufreinigung an einer ÄKTAPrime™-Anlage (GE-
Healthcare, München, Deutschland) oder manuell mithilfe einer P1-Pumpe. Als 
Chromatographiematerial diente Ni
2+
-NTA-Agarose oder Ni
2+
-NTA-Sepharose (Qiagen, 
Hilden, Deutschland) welches in einer XK16-Säule (16 mm Durchmesser, Gelbettvolumen 
ca. 20 mL) gepackt war. Die Aufreinigung erfolgte bei Raumtemperatur bzw. für die His6-
propeptid-cat-β4-Gal-T Y284L bei 4°C. Der Ablauf der Aufreinigung gliedert sich in 
folgende Schritte: 
 Äquilibrieren der Säule mit Lysepuffer (ca. 3-5 Säulenvolumen), 3 mL/min 
 Auftragen des Rohextrakts mit externer P1-Pumpe, 1 mL/min 
 Spülen der Säule mit Lysepuffer bis zum Erreichen der Basislinie, 3 mL/min 
 Waschen der Säule mit Waschpuffer, 3 mL/min 
 Elution des Zielproteins mit Elutionspuffer und Auffangen in Fraktionen à 3 mL, 
3 mL/min 
Je nach Bedarf wurden Proben der einzelnen Aufreinigungsschritte zur weiteren Analytik 
gesammelt und bei -20°C gelagert. Proteinreiche Fraktionen des Eluats wurden mithilfe 
eines Bradford-Schnelltests bestimmt und gepoolt. Galektine wurden anschließend in PBS 
umgepuffert und aufkonzentriert (siehe 3.2.5). Gal-1C2S-Konstrukte wurden zur 
Stabilisierung mit 15% Glycerin versetzt. His6-propeptid-cat-β4-Gal-T Y284L wurde nach 
der Aufreinigung sofort in 100 mM MOPS, 25 mM KCl, pH 6,8 umgepuffert, 
aufkonzentriert und mit 20% Glycerin angereichert. 
3.2.3 Aufreinigung mittels Amylose-Harz-Affinitätschromatographie 
Proteine, die in Fusion mit einem Maltosebindeprotein exprimiert wurden, wurden über 
Amylose-Harz-Affinitätschromatographie aufgereinigt. Dies gilt sowohl für die β3-
GlcNAc-T, als auch für die UDP-Glc/GlcNAc-4’-Epimerase. Der Zellaufschluss erfolgte 
wie in 3.2.2 beschrieben in entsprechendem Lysispuffer (siehe 8.6.3) mittels Ultraschall. 
Die Amylose-Harz-Säule (New England Biolabs, Ipswich, USA, XK16-Säule, 16 mm 
Durchmesser, Gelbettvolumen ca. 20 mL) wurde durch Spülen mit 3-5 Säulenvolumen 
Äquilibrierungspuffer bei einer Flussrate von 2 mL/min für den Probenauftrag vorbereitet. 
Anschließend wurde der Rohextrakt mit 1 mL/min aufgetragen und die Säule gespült, bis 
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ein Bradfordschnelltest des Durchflusses negativ war. Das Zielprotein wurde mit 20 mM 
Maltose eluiert und in Fraktionen à 2 mL gesammelt. Proteinhaltige Fraktionen wurden 
gepoolt und im Elutionspuffer bei 4°C gelagert. Die Aufreinigung erfolgte zur besseren 
Haltbarkeit des Enzyms bei 4°C.  
3.2.4 Aufreinigung mittels Laktose-Agarose-Affinitätschromatographie 
Zur Feinreinigung von Galektinen wurde die Laktose-Agarose-Affinitätschromatographie 
verwendet. Diese basiert auf der Bindung der Galektine mit ihrer CRD an immobilisierte 
Laktose. Somit wird eine essentielle Eigenschaft der Galektine zur Aufreinigung 
ausgenutzt und demnach nur aktives Galektin aufgereinigt. Die Elution erfolgte durch 
Überschuss von Laktose, welche anschließend durch wiederholtes Umpuffern aus der 
Bindetasche entfernt wurde. 
Die Laktose-Agarose-Affinitätschromatographie erfolgte im Anschluss an eine IMAC-
Aufreinigung. Durch den ersten Aufreinigungsschritt wurden im Rohextrakt vorhandene β-
Galaktosidasen abgetrennt und somit eine Schädigung des Säulenmaterials verhindert. Das 
IMAC-Eluat wurde zur Aufreinigung in Äquilibrierungspuffer (siehe 8.6.4) umgepuffert 
oder mit diesem verdünnt und anschließend mit einer Flussrate von 0,2 mL/min auf die 
Säule (Laktose-Agarose, Sigma-Aldrich, C10/10-Säule, 10 mm Durchmesser, Gelbett-
volumen ca. 2,5 mL) aufgetragen. Danach wurde die Säule mit Äquilibrierungspuffer 
gespült, um Verunreinigungen und inaktives Galektin zu entfernen. Anschließend wurde 
das Galektin mit laktosehaltigem Elutionspuffer (siehe 8.6.4) in Fraktionen à 0,5 mL 
eluiert. Proteinhaltige Fraktionen wurden mithilfe eines Bradfordschnelltests ermittelt, 
gepoolt und zur Entfernung der Laktose mindestens fünf Mal mit PBS umgepuffert. 
3.2.5 Ultrafiltration und Diafiltration 
Um den Puffer einer Proteinlösung zu wechseln (Diafiltration) oder die Konzentration 
einer Proteinlösung zu erhöhen (Ultrafiltration), wurden Ultrafiltrationsmodule von 
Vivaspin
®
-20 (Vivaproducts, Littleton, USA) mit einer für das Protein passenden 
Ausschlussgröße (molecular weight cut off, MWCO) von 10 kDa oder 30 kDa je nach 
Proteingröße verwendet. Das Verfahren basiert darauf, dass Moleküle mit Größen oberhalb 
der Ausschlussgrenze von der Polyethersulfonmembran zurückgehalten werden, wohin-
gegen kleine Moleküle, wie Puffersalze durch die Membran hindurch gehen. Zur Filtration 
wurden die Module bei 5000 UpM und 4°C zentrifugiert (Rotina 35R, Hettich, Tuttlingen, 
Deutschland). Für sehr geringe Probenvolumina wurden auch Vivaspin-500-Module bei 
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13000 UpM (Minispin, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) verwendet. Zum Wechseln des 
Puffers wurde mindestens drei Mal mit dem gewünschten Puffer gewaschen und 
anschließend auf das gewünschte Volumen aufkonzentriert. 
3.3 Proteinanalytik 
3.3.1 Proteingehaltsbestimmung nach Bradford 
Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in wässrigen Lösungen wurde standardmäßig 
die Proteingehaltsbestimmung nach Bradford verwendet. Diese basiert auf der Anlagerung 
des Farbstoffs Coomassie Brilliant Blue G-250 an positiv geladene und hydrophobe 
Aminosäuren und einer damit verbundenen Verschiebung des Absorptionsmaximums auf 
595 nm. Bei dieser Wellenlänge wird die Absorption der Protein-Farbstoff-Lösung 
gemessen und der Proteingehalt gegen eine Kalibriergerade mit Rinderserumalbumin 
(bovine serum albumin, BSA) berechnet (siehe 8.5.1). Durch die unterschiedliche Amino-
säurezusammensetzung verschiedener Proteine kann die Berechnung nur als Näherung 
dienen. 
Um den Proteingehalt einer Lösung zu bestimmen, wurden geeignete Verdünnungen (bis 
100 µg/mL) des Proteins in Puffer oder Wasser hergestellt. 25 µL dieser Lösung wurden 
mit 100 µL Roti-Quant-Bradfordreagenz (2 Teile Roti-Quant-Stammlösung plus 5,5 Teile 
Wasser, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) versetzt und für 7 min bei Raumtemperatur 
inkubiert. Anschließend erfolgte die photometrische Messung gegen einen Nullwert im 
SPECTRAmax Photometer (Molecular Devices, Ismaning, Deutschland). 
3.3.2 SDS-PAGE und Western-Blot 
Bei der SDS-PAGE werden Proteine in einem elektrischen Feld voneinander getrennt. 
Durch Spaltung möglicher Disulfidbrücken mit Dithiothreitol (DTT) und Anlagerung von 
Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate, SDS) wird die dreidimensionale Faltung 
der Proteine aufgehoben. Zusätzlich wird durch das SDS die Eigenladung des Proteins 
überlagert, so dass die Auftrennung nahezu vollständig aufgrund der Größe geschieht. In 
der vorliegenden Arbeit wurde zur stärkeren Fokussierung der Proteinbanden eine 
diskontinuierliche Gelelektrophorese angewendet (zur Gelvorbereitung siehe 8.6.5). Diese 
beruht auf unterschiedlichen Eigenschaften zweier Gelabschnitte: Zunächst durchwandern 
die Proteine ein Sammelgel mit einem Acrylamidanteil von 4% und einem pH-Wert von 
6,8. Beim Übergang zum Trenngel verstärkt sich zum einen der Vernetzungsgrad auf 12-
16%, zum anderen erhöht sich der pH auf 8,8. Dadurch überholt das Glycin die Proteine 
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und fokussiert währenddessen die Proteinbande. Der Vernetzungsgrad des Trenngels wird 
je nach Größe der zu analysierenden Proteine angepasst, wobei sich stark vernetzte Gele 
besonders zur Trennung kleiner Proteine eignen, wohingegen schwach vernetzte Gele 
bessere Trenneigenschaften für größere Proteine aufweisen. 
Für die SDS-PAGE wurden die Proteine, wie in Tabelle 3.7 beschrieben, vorbereitet. 
 
Tabelle 3.7: Probenzusammensetzung für die SDS-PAGE 
Volumen [µL] Substanz Endkonzentration 
x Proteinlösung 250-1000 µg/mL 
4 500 mM DTT 50 mM 
10 4x LDS-Puffer 1x 
y H2O  
40   
 
Die so vorbereiteten Proben wurden in der Regel für 5 min bei 95°C erhitzt, um die 
Denaturierung zu unterstützen. Alternativ wurden Proben auch bei 70°C für 10 min 
denaturiert. Harschere Bedingungen können dabei zu einer besseren Denaturierung, aber 
auch zur Bildung von Artefakten führen. 
Das Gel wurde in eine Xcell SureLock
TM
 Mini-Cell-Elektrophoresekammer (Invitrogen, 
Paisley, UK) eingefügt und mit SDS-Laufpuffer überschichtet. 40 µL Probe wurden je 
Tasche aufgetragen. Als Größenstandard dienten 5 µL Marker (prestained protein ladder, 
Fermentas). Das Gel lief bei 150-200 V für 60-120 min bis eine gute Trennung der 
Proteine erreicht wurde. 
Im Anschluss an die Elektrophorese erfolgte die Anfärbung der Proteine mit Coomassie-
Blue oder ein Western-Blot. Bei der Coomassie-Färbung lagert sich der blaue Farbstoff 
unspezifisch an die Proteine an. Nach 30-60-minütiger Färbung der Proteine in Coomassie-
Färbelösung erfolgte die Entfärbung des Hintergrunds mit Entfärbelösung (siehe 8.6.5). 
Eine abschließende Entfärbung zur Erzielung eines möglichst klaren Hintergrunds erfolgte 
über Nacht in H2O. Zur Dokumentation wurden die Gele anschließend mithilfe des 
BIORAD VersaDoc
TM
 Imaging Systems photografiert. 
Beim Western-Blot werden die Proteine elektrophoretisch auf eine PVDF-Membran 
übertragen, wo sie spezifisch mithilfe von Antikörpern nachgewiesen werden können. 
Dazu wurde eine PVDF-Membran zunächst in Methanol befeuchtet und anschließend in 
Transferpuffer (siehe 8.6.5) äquilibriert. Ebenso wurden Filterpapiere und Blotvliese mit 
Transferpuffer gesättigt. Anschließend wurden die einzelnen Komponenten in einer 
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Blotkammer entsprechend zusammengefügt. Durch Anlegen einer elektrischen Spannung 
von 30 V für 50 min wurden die Proteine auf die Membran übertragen. Daraufhin wurde 
die Membran mit BSA (4% in TBS-Tween) geblockt, um ein unspezifisches Anlagern des 
Antikörpers an die Membran zu verhindern. Anschließend erfolgte eine ein-stündige 
Inkubation mit einem spezifischen Antikörper, der entweder direkt Peroxidase-gekoppelt 
war oder es folgte ein weiterer Inkubationsschritt mit einem sekundären Peroxidase-
markierten Antikörper. In dieser Arbeit wurde hauptsächlich ein Peroxidase-gekoppelter 
Anti-His6-Antikörper (Roche, Grenzach, Deutschland) verwendet, aber auch ein muriner 
Anti-Galektin-3-Antikörper (BioLegend, Fell, Deutschland), der mit einem Peroxidase-
markierten Anti-Maus-Antikörper (Sigma-Aldrich, Taufkirchen Deutschland) 
nachgewiesen wurde. Alle Antikörper wurden nach Herstellerangaben verdünnt. 
Anschließend erfolgte der Nachweis durch Umsatz von Diaminobenzidin (DAB, Roche, 
Grenzach, Deutschland) zu einem unlöslichen bräunlichen Produkt, welches sich auf der 
Membran niederschlägt. Die Dokumentation erfolgte wiederum mithilfe des BIORAD 
VersaDoc
TM
 Imaging Systems. 
3.3.3 Gelfiltration 
Zur Analytik der Oligomerisierungseigenschaften der Galektin-Fusionsproteine wurde eine 
Gelfiltration genutzt. Diese erfolgte mithilfe von Superdex 200-Material, welches zur 
Trennung von Proteinen zwischen 10 kDa und 600 kDa geeignet ist, in einer XK-26/100-
Säule (26 mm Durchmesser, Gelbettvolumen ca. 450 mL, GE Healthcare, München, 
Deutschland). Die Gelfiltration wurde bei einer Flussrate von 2 mL/min in PBS pH 7,5 
(siehe 8.6.8) durchgeführt. Zur Bestimmung des Volumens der mobilen Phase V0 wurde 
Blue-Dextran verwendet. Da dieses nicht in die Partikel eindringt, eluiert es nach kurzen 
Retentionszeiten und definiert die Ausschlussgrenze der Chromatographie. Das bestimmte 
Volumen wird demnach auch als Ausschlussvolumen bezeichnet. Außerdem wurde das 
Elutionsvolumen (Ve) unterschiedlicher Standardproteine bestimmt. Dazu wurden jeweils 
2 mL eines Proteingemischs aus unterschiedlichen Kalibrierproteinen (GE Healthcare, 
München, Deutschland) injiziert. Die Proteinmischungen und Konzentrationen wurden in 
Anlehnung an die Anleitung von GE zusammengestellt. Für jedes Protein kann nach 
Formel 3 ein Verteilungskoeffizient ermittelt werden. 
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Formel 3: Berechnung des Verteilungskoeffizienten bei einer Gelfiltration 
 
Wird der Verteilungskoeffizient gegen den Logarithmus des Molekulargewichts 
aufgetragen, so kann mittels linearer Regression eine Kalibriergerade ermittelt werden 
(siehe 8.5.2). Anhand dieser kann das Molekulargewicht einer Probe berechnet werden. 
Die Galektin-Fusionsproteine wurden für die anschließende Gelfiltration über Laktose-
Agarose-Affinitätschromatographie aufgereinigt, um eine möglichst hohe Reinheit und 
somit möglichst wenig Störsignale zu gewährleisten. Bis zu 2 mL einer 2-3,5 mg/mL-
Proteinlösung wurden zur Analytik auf die Säule aufgetragen. 
3.3.4 Aktivitätstests 
Die in dieser Arbeit zur Synthese eingesetzten Enzyme wurden in der Regel nach der 
Aufreinigung auf ihre Aktivität getestet. Dazu diente ein standardisierter Test, der eine 
Messung der Enzymaktivität für ein bestimmtes Substrat zuließ. Anhand dieser Messung 
wurde die für einen Syntheseansatz einzusetzende Enzymmenge abgeschätzt. Die 
photometrische Aktivitätsbestimmung der Galaktoseoxidase diente der Messung des 
Substratspektrums. 
3.3.4.1 Photometrischer Aktivitätstest der UDP-Glc/GlcNAc-4’-Epimerase 
Die Aktivität der rekombinant hergestellten Campylobacter jejuni UDP-Glc/GlcNAc-4’-
Epimerase wurde durch einen gekoppelten Photometertest bestimmt. Dabei wurde im 
ersten Schritt die Umsetzung von UDP-Gal zu UDP-Glc mithilfe der UDP-Glc/GlcNAc-
4’-Epimerase katalysiert. UDP-Glc wurde dann mithilfe der UDP-Glc-Dehydrogenase und 
2 NAD
+
 zu UDP-Glukuronsäure umgesetzt. Dabei entstehen 2 Mol NADH + H
+
 je Mol 
UDP-Gal, welche photometrisch bei 340 nm detektiert werden können (siehe Abbildung 
3.2). Anhand der detektierten Anfangssteigung lässt sich die Aktivität der UDP-
Glc/GlcNAc-4’-Epimerase berechnen (siehe Formel 4). 
 
  
 

HNADH2GlcAUDPNAD2GlcUDP
GlcUDPGalUDP
aseDehydrogenGlcUDP
se4'-Epimera-Glc/GlcNAc-UDP
 
Abbildung 3.2: Reaktionsgleichung des photometrischen UDP-Glc/GlcNAc-4’-Epimerase-Aktivitäts-
tests 
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∆E/∆t = Anfangssteigung der Extinktionsänderung über der Zeit [min-1] 
Vtotal = Gesamtvolumen pro Kavität [µL]  
F = Verdünnungsfaktor [-] 
εNADH = Extinktionskoeffizient von NADH [mL/mol·  cm] 
d = Schichtdicke (van den Berg et al.) 
VEnzym = Volumen zugegebener Enzymlösung [µL] 
U = Umrechnungsfaktor (Mol NADH pro Mol Substrat) 
Formel 4: Formel zur Berechnung der Enzymaktivität in photometrischen Tests, die auf NADH-
Bildung oder –Verbrauch basieren 
 
Die Zusammensetzung des Enzymtests ist in Tabelle 3.8 angegeben. Dabei wurde die 
Epimerase (in Elutionspuffer nach Amylose-Harz-Aufreinigung) ca. 1:200 verdünnt 
eingesetzt, so dass die UDP-Glc/GlcNAc-4’-Epimerase-Aktivität der geschwindigkeits-
bestimmende Schritt war. Nach Zugabe der UDP-Glc/GlcNAc-4’-Epimerase erfolgte die 
photometrische Messung bei 340 nm für mehrere Minuten bei 37°C. 
 
Tabelle 3.8: Zusammensetzung des photometrischen Enzymaktivitätstests der UDP-Glc/GlcNAc-4’-
Epimerase 
Volumen [µL] Substanz Endkonzentration 
125 H2O  
25 500 mM Tris, pH 8,7 50 mM 
25 5 mM NAD
+
 0,5 mM 
25 5 mM UDP-Gal 0,5 mM 
25 2 U/mL UDP-Glc-Dehydrogenase 0,2 U/mL 
25 UDP-Glc/GlcNAc-4’-Epimerase  
250   
 
3.3.4.2 Photometrischer Aktivitätstest der humanen His6-propeptid-cat-β4-Gal-T1 
Die Aktivität der humanen His6-propeptid-cat-β4-Gal-T wurde photometrisch oder mittels 
HPLC bestimmt. Der photometrische Aktivitätstest benötigt den geringeren apparativen 
Aufwand im Vergleich zur Messung an der HPLC. Es müssen jedoch die Phosphoenol-
pyruvat- und die NADH-Stammlösung frisch angesetzt werden, da diese Substanzen 
hydrolysesensibel sind. Außerdem liefert der gekoppelte Enzymtest häufig hohe Werte bei 
den Negativkontrollen, die nicht vollständig erklärt werden können. Dennoch stellt die 
photometrische Aktivitätsbestimmung eine Methode zur raschen Abschätzung der 
Enzymaktivität dar. Die photometrische Messung basiert auf einer Enzymkaskade, bei 
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deren letzten Schritt NADH + H
+
 zu NAD
+
 oxidiert wird, dessen Absorption bei 340 nm 
detektiert werden kann. Dazu wird im ersten, geschwindigkeitsbestimmenden Schritt durch 
die His6-propeptid-cat-β4-Gal-T1 Galaktose von UDP-Gal auf GlcNAc-linker-tBoc 
übertragen. Das freigesetzte UDP wird mithilfe der Pyruvatkinase und der energiereichen 
Verbindung Phosphoenolpyruvat zu UTP und Pyruvat umgesetzt. Letztlich wird bei der 
Reduktion von Pyruvat zu Laktat mithilfe der Laktatdehydrogenase NADH oxidiert und 
die Abnahme wie bereits erwähnt detektiert (siehe Abbildung 3.3). 
 
Abbildung 3.3: Reaktionsgleichung des photometrischen His6-propeptid-cat- β4-Gal-T1-Aktivitätstests 
 
Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes erfolgte wie in Tabelle 3.9 beschrieben.  
 
Tabelle 3.9: Zusammensetzung des photometrischen Enzymaktivitätstests der His6-propeptid-cat-β4-
Gal-T1 
Volumen [µL] Substanz Endkonzentration 
25 1 M HEPES pH 7,2 100 mM 
25 200 mM KCl 20 mM 
2,5 200 mM K2HPO4 2 mM 
2,5 100 mM Phosphoenolpyruvat 1 mM 
25 2,5 mM NADH + H
+
 0,25 mM 
25 10 mM UDP-Gal 1 mM 
25 10 mM GlcNAc-linker-tBoc 1 mM 
2,5 400 mM MgCl2 4 mM 
7,5 100 mM MnCl2 3 mM 
5 1 U/µL Pyruvatkinase 1,25 U/mL 
5 1 U/µL Laktatdehydrogenase 1,25 U/mL 
100 His6-propeptid-cat-β4-GalT1  
250   
 
Die Reaktion wurde durch Zugabe der Galaktosyltransferase gestartet und die Absorption 
bei 340 nm für einige Minuten bei 30°C verfolgt. Die Berechnung der Aktivität erfolgte 
anhand der Formel 4, wobei der Umrechnungsfaktor 1 ist, da NADH äquimolar zum 
Substrat verbraucht wird. 
UDP-Gal + GlcNAc-linker-tBoc          LacNAc-linker-tBoc + UDP 
UDP + Phosphoenolpyruvat             UTP + Pyruvat 
Pyruvat + NADH + H
+
             Laktat + NAD
+
 
His6-propeptid-catβ4-Gal-T1 
Pyruvatkinase 
Laktatdehydrogenase 
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Negativkontrollen ohne Enzym und ohne Akzeptorsubstrat wurden gemessen, um die 
unspezifische UDP-Gal-Hydrolyse zu bestimmen und diese von den Messwerten zu 
subtrahieren. 
3.3.4.3 HPLC-Aktivitätstest der humanen His6-propeptid-cat-β4-Gal-T1 
Im Gegensatz zum photometrischen Aktivitätstest werden bei dem in dieser Arbeit 
verwendeten HPLC-Aktivitätstest direkt die Produktbildung und der Substratverbrauch 
gemessen. Dabei wird Galaktose von UDP-Gal auf GlcNAc-linker-tBoc übertragen (siehe 
Abbildung 3.4). Sowohl das Substrat GlcNAc-linker-tBoc, als auch das Produkt LacNAc-
linker-tBoc können bei 254 nm nach Trennung mittels HPLC detektiert werden. Im 
Vergleich zum photometrischen Test ist diese Messung direkter und dadurch genauer. Es 
werden keine störenden Nebenaktivitäten detektiert. Nachteilig ist jedoch, dass die Anzahl 
der gemessenen Proben limitiert ist und keine kontinuierliche Messung wie beim 
Photometer möglich ist. Die Zeitpunkte der Probennahme müssen so gewählt sein, dass 
eine Messung im linearen Bereich der Anfangssteigung möglich ist. 
Abbildung 3.4: Reaktionsgleichung des HPLC- Aktivitätstest der His6-propeptid-cat- β4-Gal-T1 
 
Der Syntheseansatz wurde nach Tabelle 3.10 zusammenpipettiert und bei 30°C inkubiert. 
Nach 0, 10, 20 und 30 min wurden jeweils 10 µL Probe entnommen und für 5 min bei 
95°C abgestoppt. Das präzipitierte Protein wurde für 20 min bei 10000 UpM 
abzentrifugiert und der Überstand 1:5 bis 1:10 verdünnt mittels HPLC analysiert (siehe 
3.4.1.1). Mithilfe einer GlcNAc-linker-tBoc-Kalibriergeraden (siehe 8.5.3) oder anhand der 
prozentualen Werte kann der Umsatz und somit die Aktivität nach Formel 5 berechnet 
werden. Je nach Aktivität des Enzyms (variiert vor allem je nach Expressionsstamm und je 
nachdem, wie eng gepoolt wurde und ob das Enzym direkt eingesetzt oder aufkonzentriert 
wurde) müssen die eingesetzte Enzymmenge und/oder die Zeitpunkte der Probennahme 
angepasst werden. 
 
 
 
UDP-Gal + GlcNAc-linker-tBoc          LacNAc-linker-tBoc + UDP 
UDP        Uridin + 2Pi 
His6-propeptid-catβ4-Gal-T1 
Alkalische Phosphatase 
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Tabelle 3.10: Zusammensetzung des HPLC-basierten Enzymaktivitätstests der His6-propeptid-cat-β4-
Gal-T1 
Volumen [µL] Substanz Endkonzentration 
10 1 M HEPES pH 7,6 100 mM 
10 250 mM KCl 25 mM 
50 10 mM GlcNAc-linker-tBoc 5 mM 
6,25 100 mM UDP-Gal 6,25 mM 
2 100 mM MnCl2 2 mM 
1 1 U/µL Fast-AP (alkalische Phosphatase) 10 U/µL 
5,75 H2O  
15 His6-propeptid-cat-β4-Gal-T1  
100   
 
 
Enzym
totalodukt
V
V
t
c
mLUA 


 Pr]/[  
ΔcProdukt = Änderung der Produktkonzentration [mM] 
Δt = Änderung der Zeit [min] 
Vtotal = Gesamtvolumen des Ansatzes [µL] 
VEnzym = Volumen des zugegebenen Enzyms [µL] 
Formel 5: Berechnung der Enzymaktivität anhand eines diskontinuierlichen HPLC-basierten 
Aktivitätstests 
 
3.3.4.4 HPLC-Aktivitätstest der humanen His6-propeptid-cat-β4-Gal-T1 Y284L 
Der HPLC-Aktivitätstest der His6-propeptid-cat-β4-Gal-T1 Y284L-Mutante, welche 
GalNAc anstelle von Galaktose β1-4-glykosidisch auf GlcNAc-Reste überträgt, wurde 
analog zum Test der His6-propeptid-cat-β4-Gal-T1 durchgeführt (siehe Abbildung 3.5). 
Anstelle von HEPES-Puffer wurde MOPS-Puffer bei einem etwas niedrigeren pH-Wert 
eingesetzt, um die Messung im pH-Optimum des untersuchten Enzyms durchzuführen 
(Bojarova et al. 2009). 
Abbildung 3.5: Reaktionsgleichung des HPLC-Aktivitätstests der His6-propeptid-cat-β4-Gal-T1 Y284L 
 
 
UDP-GalNAc + GlcNAc-linker-tBoc            
LacDiNAc-linker-tBoc + UDP 
UDP        Uridin + 2Pi 
His6-propeptid-catβ4-Gal-T1 Y284L 
Alkalische Phosphatase 
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Tabelle 3.11: Zusammensetzung des HPLC-basierten Enzymaktivitätstests der His6-propeptid-cat-β4-
Gal-T1 Y284L 
Volumen [µL] Substanz Endkonzentration 
10 1 M MOPS pH 6,8 100 mM 
10 250 mM KCl 25 mM 
50 10 mM GlcNAc-linker-tBoc 5 mM 
6,25 100 mM UDP-GalNAc 6,25 mM 
2 100 mM MnCl2 2 mM 
1 1 U/µL Fast-AP (alkalische Phosphatase) 10 U/µL 
5,75 H2O  
15 His6-propeptid-cat-β4-Gal-T1 Y284L 
(nach Umpuffern und Aufkonzentrieren) 
 
100   
 
Der Syntheseansatz nach Tabelle 3.11 wurde bei 30°C inkubiert. Nach 0, 20 und 40 min 
wurden jeweils 10 µL Probe entnommen und für 5 min bei 95°C abgestoppt und die 
Proben wie in 3.4.3.1 beschrieben vorbereitet und mittels HPLC analysiert.  
3.3.4.5 HPLC-Aktivitätstest der β3-GlcNAc-T 
Die Aktivität der Helicobacter pylori β3-GlcNAc-T wurde ebenfalls mittels HPLC 
bestimmt. Da die GlcNAc-T UDP-GlcNAc auch in Abwesenheit geeigneter 
Akzeptorsubstrate hydrolysiert, sind photometrische Messungen, die auf der weiteren 
Umsetzung entstehender UDP basieren, sehr ungenau. Deshalb wurde die GlcNAc-T-
Aktivität nicht photometrisch bestimmt. 
Als Aktivitätstest diente die Umsetzung von LacNAc-linker-tBoc mithilfe der β3-GlcNAc-
T und UDP-GlcNAc zum entsprechenden Trisaccharid (siehe Abbildung 3.6). Dazu wurde 
ein Syntheseansatz nach Tabelle 3.12 gemischt, bei 30°C inkubiert und nach 0, 10, 20 und 
30 min, wie beschrieben abgestoppt und 1:3 verdünnt mittels HPLC analysiert (siehe 
3.4.1.1). Die Berechnung der Enzymaktivität erfolgte ebenfalls wie in Formel 5 
beschrieben. 
Abbildung 3.6: Reaktionsgleichung des HPLC-Aktivitätstests der β3-GlcNAc-T 
 
 
UDP-Glc + Disaccharid-linker-tBoc          Trisaccharid-linker-tBoc + UDP 
UDP        Uridin + 2Pi 
β3-GlcNAc-T 
Alkalische Phosphatase 
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Tabelle 3.12: Zusammensetzung des HPLC-basierten Enzymaktivitätstests der Helicobacter pylori β3-
GlcNAc-T 
Volumen [µL] Substanz Endkonzentration 
10 1 M HEPES pH 7,2; 10 mM DTT 100 mM; 1 mM 
10 250 mM KCl 25 mM 
50 4 mM LacNAc-linker-tBoc 2 mM 
2,5 100 mM UDP-GlcNAc 2,5 mM 
2 100 mM MgCl2 2 mM 
1 1 U/µL Fast-AP (alkalische Phosphatase) 10 U/µL 
9,5 H2O  
15 β3-GlcNAc-T  
100   
 
3.3.4.6 Photometrischer Aktivitätstest der Galaktoseoxidase 
Zur Untersuchung des Substratspektrums der kommerziell erhältlichen Dactylium 
dendroides Galaktoseoxidase (Worthington, Lakewood, USA) wurde ein photometrischer 
Aktivitätstest im Mikrotiterplattenformat etabliert. Dieser basiert auf der Bildung von H2O2 
während der Oxidation der Galaktose, welches in einem zweiten Schritt zur Oxidation des 
Farbstoffs 2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsäure) (ABTS) mithilfe der 
Peroxidase genutzt wird (siehe Abbildung 3.7). 
Abbildung 3.7: Reaktionsgleichung des photometrischen Aktivitätstests der Galaktoseoxidase 
Anstelle von Galaktose wurden Galaktose-Derivate bzw. poly-LacNAc-linker-tBoc-Saccharide eingesetzt. 
Das oxidierte ABTS weist eine grünliche Färbung auf, welche bei 405 nm detektiert werden kann. 
 
Tabelle 3.13: Zusammensetzung des photometrischen Aktivitätstests der Galaktoseoxidase 
Volumen [µL] Substanz Endkonzentration 
20 5 mM Substrat 1 mM 
20 500 mM NaPO4-Puffer pH 6, O2-begast 100 mM 
20 10 mM ABTS 2 mM 
20 30 U/mL Peroxidase 6 U/mL 
20 2,5 U/mL Galaktoseoxidase 0,5 U/mL 
100   
 
Der Ansatz wurde nach Tabelle 3.13 zusammengesetzt. Der Farbumschlag ins Grünliche 
kann photometrisch bei 405 nm gemessen werden. Die Reaktion erfolgte bei 30°C und die 
Galaktose + O2    Galaktose-6-Aldehyd + H2O2 
H2O2 + 2H
+
 + ABTSred        2 H2O + ABTSox 
Galaktoseoxidase 
Peroxidase 
Material und Methoden 
47 
Absorption bei 405 nm wurde im SPECTRAmax Photometer verfolgt. Als Referenz-
substanz wurde Methyl-β-D-Galaktosid eingesetzt, da dieses laut Literaturdaten ein 
geeignetes Substrat ist (Avigad et al. 1962). 
3.4 Synthese und Analytik von poly-LacNAc-linker-tBoc-Glykanen 
Einer der Hauptaspekte der vorliegenden Arbeit liegt in der Synthese unterschiedlicher 
Glykane mit dem Ziel Liganden mit hoher Affinität bzw. hoher Inhibitionskraft und hoher 
Selektivität für verschiedene Galektine herzustellen. Die untersuchten Liganden basieren 
auf poly-LacNAc-linker-tBoc-Strukturen, da diese bereits erfolgreich zur Bindung von 
Galektinen und zum Aufbau einer künstlichen extrazellulären Matrix eingesetzt wurden 
(Sauerzapfe et al. 2009). Die Synthese linearer poly-LacNAc-linker-tBoc-Glykane sowie 
Modifikationen dieser werden im Folgenden erläutert. 
3.4.1 Synthese von poly-LacNAc-linker-tBoc-Glykanen 
Die Synthese von linearen poly-LacNAc-linker-tBoc wurde generell so durchgeführt, wie 
diese bereits bei Rech et al. beschrieben wurde (Rech et al. 2011). Dazu wurde zunächst 
LacNAc-linker-tBoc ausgehend von GlcNAc-linker-tBoc hergestellt. GlcNAc-linker-tBoc 
wurde von der Arbeitsgruppe Prof. Křen (Institut für Mikrobiologie der Akademie der 
Wissenschaften in Prag, Tscheschiche Republik) zur Verfügung gestellt (Sauerzapfe et al. 
2009).  
 
Tabelle 3.14: Zusammensetzung des LacNAc-linker-tBoc-Syntheseansatzes 
Volumen [mL] Substanz Endkonzentration 
1 1 M HEPES pH 7,8 
250 mM KCl 
100 mM 
25 mM 
5 10 mM GlcNAc-linker-tBoc 5 mM (d.h. 22 mg) 
0,625-0,75 100 mM UDP-Glc 6,25-7,5 mM 
0,2 100 mM MnCl2 2 mM 
0,05 1 U/µL Alkalische Phosphatase 5 U/mL 
 UDP-Glc/GlcNAc-4’-Epimerase Ca. 1U/mL 
 His6-propeptid-cat-β4-Gal-T1 (aus BL21 DE3 
oder Origami) 
Ca. 10 mU/mL 
 H2O  
10   
 
Die Synthese wurde durch Zugabe der rekombinanten His6-propeptid-cat-β4-Gal-T1 und 
UDP-Glc/GlcNAc-4’-Epimerase sowie der entsprechenden Substrate und Cofaktoren 
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gestartet und bei 30°C für 24-48 h inkubiert (siehe Tabelle 3.14). Dabei wurde die Menge 
des Syntheseansatzes auf Ansätze bis 50 mL vervielfältigt, um die erforderliche 
Produktmenge zu gewinnen. LacNAc-linker-tBoc wurde bei vollständigem Umsatz mittels 
Sep-Pak-Säulen (Waters, Eschborn, Deutschland) (siehe 3.4.1.2) und bei unvollständigem 
Umsatz mittels präparativer HPLC (siehe 3.4.1.3) aufgereinigt. 
Das aufgereinigte LacNAc-linker-tBoc wurde anschließend zur weiteren poly-LacNAc-
linker-tBoc-Synthese eingesetzt. Dazu wurde es mit den zwei Leloir-Glykosyltransferasen, 
His6-propeptid-cat-β4-Gal-T1 und β3-GlcNAc-T, sowie der UDP-Glc/GlcNAc-4’-
Epimerase und allen notwendigen Substraten und Cofaktoren versetzt (siehe Tabelle 3.15). 
Die Synthesebedingungen wurden weitgehend von Rech et al. übernommen und nicht 
weiter optimiert (Rech et al. 2011). Die Synthese erfolgte bei 30°C für mindestens 48 h. 
 
Tabelle 3.15: Zusammensetzung des poly-LacNAc-linker-tBoc-Syntheseansatzes 
Volumen [mL] Substanz Endkonzentration 
1 1 M HEPES pH 7,8 
250 mM KCl 
10 mM DTT 
100 mM 
25 mM 
1 mM 
5 10 mM LacNAc-linker-tBoc 5 mM (d.h. 29 mg) 
Mind. 2 100 mM UDP-Glc Mind. 20 mM 
1,5 100 mM UDP-GlcNAc 15 mM 
0,2 100 mM MnCl2 2 mM 
0,2 100 mM MgCl2 2 mM 
0,05 1 U/µL Alkalische Phosphatase 5 U/mL 
 UDP-Glc/GlcNAc-4’-Epimerase Ca. 1U/mL 
 His6-propeptid-cat-β4-Gal-T1 (aus BL21 DE3) Ca. 10-15 mU/mL 
 β3-GlcNAc-T Ca. 60 mU/mL 
 H2O  
10   
 
Um entweder gerad- oder ungeradzahlige Saccharide zu synthetisieren, wurde im 
Anschluss an die poly-LacNAc-Synthese eine Terminierung durchgeführt. Dazu wurde die 
poly-LacNAc-linker-tBoc-Synthese zunächst mittels Ultrafiltration (VivaSpin, 10 kDa 
MWCO) abgestoppt und anschließend je nach Bedarf UDP-Glc (mind. 1,25-facher 
Überschuss), UDP-Glc/GlcNAc-4’-Epimerase sowie His6-propeptid-cat-β4-Gal-T oder UDP-
GlcNAc (1,25-facher Überschuss) und β3-GlcNAc-T zugegeben. Die Terminierung 
erfolgte bei 30°C für 24 h. 
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Synthesen bis zum Tetrasaccharid-linker-tBoc wurden auch sequentiell durchgeführt 
(Sauerzapfe et al. 2009), indem durch Zugabe einer Leloir-Glykosyltransferase und dem 
entsprechendem Donorsubstrat und Cofaktor die wachsende Oligosaccharidkette jeweils 
nur um eine Monosaccharideinheit verlängert wurde. Die Synthese des Trisaccharids 
erfolgte ausgehend von LacNAc-linker-tBoc nach dem in Tabelle 3.16 beschriebenen 
Ansatz. Die Synthese des Tetrasaccharids verlief darauf aufbauend analog zur 
Disaccharidsynthese (siehe Tabelle 3.14), wobei lediglich anstelle des GlcNAc-linker-tBoc 
das Trisaccharid-linker-tBoc als Akzeptorsubstrat eingesetzt wurde. 
 
Tabelle 3.16: Zusammensetzung des Trisaccharid-linker-tBoc-Syntheseansatzes 
Volumen [mL] Substanz Endkonzentration 
1 1 M HEPES pH 7,2; 10 mM DTT 100 mM; 1 mM 
1 250 mM KCl 25 mM 
5 10 mM LacNAc-linker-tBoc 5 mM (d.h. 29 mg) 
0,625 100 mM UDP-GlcNAc 6,25 mM 
0,2 100 mM MgCl2 2 mM 
0,1 1 U/µL Fast-AP (alkalische Phosphatase) 10 U/µL 
 β3-GlcNAc-T  Ca. 60-150 mU/mL 
 H2O  
10   
 
3.4.1.1 HPLC-Analytik von poly-LacNAc-linker-tBoc-Glykanen 
Lineare sowie modifizierte poly-LacNAc-linker-tBoc-Glykane wurden mittels reversed 
phase HPLC analysiert. Bei dieser Methode interagieren hydrophobe Substanzen in 
wässrigem Laufmittel mit den C18-Alklylresten des Säulenmaterials und werden dadurch 
zurückgehalten, wohingegen hydrophile Substanzen nicht mit dem Säulenmaterial 
wechselwirken und schneller eluieren. Zur Analytik der unmodifizierten poly-LacNAc-
linker-tBoc-Strukturen wurde entweder eine LiChrospher
®
 100RP 18-5µ EC oder eine 
Multokrom 100-5 C18 Säule jeweils mit Dimensionen von 250x40 mm (beide CS 
Chromatographie Service, Langerwehe, Deutschland) verwendet. Als Laufmittel wurde 
15% [v/v] Acetonitril in Wasser eingesetzt. Zum Teil wurden 0,1% [v/v] Ameisensäure 
zum Laufmittel dazugegeben, da dies die Abtrennung entschützter Zucker durch Erzeugen 
einer positiven Ladung der Aminogruppe ermöglichte und die Messung der tBoc-
geschützten Zucker nicht negativ beeinflusste. Unter den gewählten Bedingungen eluieren 
zunächst geladene und stark polare Substanzen, wie Puffersalze, Cofaktorionen, Nukleotid-
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zucker, und deren Abbauprodukte. Poly-LacNAc-linker-tBoc-Saccharide eluieren aufgrund 
des hydrophoben Linkers später, da dieser mit dem Säulenmaterial interagiert. Je mehr 
Monosaccharideinheiten an die Linkerstruktur gebunden sind, desto weiter verschiebt sich 
die Retentionszeit hin zu kürzeren Zeiten, da die hydrophilen Zucker zu einer reduzierten 
Wechselwirkung des Produkts mit der Säule führen. 
3.4.1.2 Aufreinigung von poly-LacNAc-linker-tBoc-Glykanen mittels Sep-Pak-
Säulen 
Für weitere Anwendungen, wie die Modifizierung der poly-LacNAc-linker-tBoc-
Strukturen oder die Untersuchung der Galektin-Bindeeigenschaften mit diesen Glykanen, 
wurden die Zucker aufgereinigt. Dies geschah entweder mithilfe von Sep-Pak-C18-Säulen 
(Waters GmbH, Eschborn, Deutschland), wenn ein reiner poly-LacNAc-linker-tBoc-
Zucker von hydrophilen Bestandteilen des Syntheseansatzes getrennt werden sollte, oder 
mittels präparativer HPLC, wenn unterschiedliche hydrophobe Komponenten voneinander 
getrennt werden sollten. 
 
Tabelle 3.17: Ablauf der Aufreinigung mittels Sep-Pak-C18-Säulen 
Schritt Volumen [mL] Substanz 
Befeuchten der Säule 3 Methanol 
Äquilibrieren der Säule 3 Millipore-H2O 
Auftragen der Probe 2 Syntheseansatz o.ä. ca. 5 mM Produkt 
Waschen 3 Millipore-H2O 
Elution 3 50% [v/v] Acetonitril 
 
Die Aufreinigung mittels SepPak-Festphasenextraktion basiert auf dem gleichen Prinzip, 
wie die reversed phase HPLC. Da im wässrigen Milieu hydrophobe Substanzen aufgrund 
hydrophober Wechselwirkungen mit den Alkylresten des Säulenmaterials interagieren, 
bleiben die Zuckerstrukturen durch den Linkeranteil an das Säulenmaterial gebunden. 
Durch Waschen mit Wasser können geladene und stark polare Substanzen, wie Salze und 
Nukleotidzucker aus der Synthesemischung entfernt werden. Der gebundene Zucker kann 
anschließend durch Acetonitril eluiert werden (Ablauf siehe Tabelle 3.17). Die Wasch- und 
Eluatfraktionen wurden einzeln einrotiert und zur HPLC-Analytik (siehe 3.4.1.1) in einem 
geeigneten Volumen gelöst. 
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3.4.1.3 Aufreinigung von poly-LacNAc-linker-tBoc-Glykanen mittels präparativer 
HPLC 
Die Aufreinigung von definierten poly-LacNAc-linker-tBoc-Glykanen aus einer Mischung 
erfolgte mithilfe der präparativen HPLC analog zur Analytik. Dazu wurde die präparative 
HPLC mit Handinjektion der Firma Knauer (Berlin, Deutschland) verwendet. Diese 
ermöglicht einen Probenauftrag von maximal 2 mL je Aufreinigung. Eine Zucker-
konzentration von maximal 20 mM erwies sich als sinnvoll, um eine möglichst große 
Probenmenge aufreinigen zu können, ohne zu großen Qualitätsverlust bei der Auftrennung 
zu erfahren. Es wurde eine Eurospher 100-10 C18, 250 x 20 mm Säule (Knauer, Berlin, 
Deutschland) verwendet. Der lineare Fluss wurde der analytischen HPLC angepasst, so 
dass sich eine volumetrische Flussrate von 12,5 mL/min ergab. Als Laufmittel dienten 
15% [v/v] Acetonitril in Wasser. Die Produkte wurden anhand des UV-Signals bei 254 nm 
manuell fraktioniert. Einzelne Fraktionen wurden durch analytische HPLC getestet, 
gepoolt und bis zur Trockene einrotiert. Anschließend wurden alle Produkte in geeigneter 
Konzentration in Wasser gelöst und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. 
Dabei wurde eine mittlere Ausbeute von 50% angenommen und die exakte Konzentration 
sowie Produktreinheit anschließend mittels HPLC bestimmt (siehe 3.4.1.4). 
3.4.1.4 Konzentrationsbestimmung von poly-LacNAc-linker-tBoc-Glykanen 
Die Konzentrationsbestimmung erfolgte in Verbindung mit einer Reinheitsüberprüfung per 
HPLC. Dazu wurden geeignete Verdünnungen der Glykane (unter 1 mM) hergestellt. 
Jeweils 20 µL dieser Lösung wurden injiziert und mit dem Standardanalytikprogramm 
(siehe 3.4.1.1) analysiert. Die Peakfläche des 254 nm-UV-Signals des Glykans wurde 
integriert und die Konzentration anhand einer GlcNAc-linker-tBoc-Kalibriergeraden (siehe 
8.5.3) berechnet.  
3.4.2 Entschützen von poly-LacNAc-linker-tBoc-Glykanen 
Die tBoc-Schutzgruppe der hergestellten poly-LacNAc-linker-tBoc-Derivate wurde unter 
sauren Bedingungen abgespalten. Dazu wurde eine wässrige aufgereinigte Zuckerlösung 
mit 1 M HCl versetzt und über Nacht bei 4°C inkubiert. Anschließend erfolgte die 
Neutralisierung der Lösung mit MTO-DOWEX
®
-M43-Material. Dowexpartikel wurden 
abfiltriert und überschüssiges Wasser vom entschützten Zucker abrotiert bzw. in der 
Speed-Vac eingedampft. Anschließend erfolgte die Konzentrationsbestimmung wie in 
3.4.1.4 beschrieben) 
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3.4.3 Synthese von LacDiNAc-terminierten poly-LacNAc-linker-tBoc-
Glykanen 
Die Synthese von LacDiNAc-terminierten poly-LacNAc-linker-tBoc-Glykanen erfolgte 
grundsätzlich analog zur Synthese linearer poly-LacNAc-linker-tBoc. Dazu wurden 
GlcNAc-terminierte Saccharide mit UDP-GlcNAc, UDP-Glc/GlcNAc-4’-Epimerase und 
His6-propeptid-cat-β4-Gal-T1 Y284L entsprechend Tabelle 3.18 gemischt und bei 30°C 
für ca. 24-48 h inkubiert. Für die Herstellung von LacDiNAc-linker-tBoc und LacDiNAc-
terminierten Tetrsaccharid-linker-tBoc wurden die Ansatzvolumina auf 10 mL verviel-
fältigt. Für die Analytik der anderen Saccharide wurden Ansätze à 100 µL verwendet. 
 
Tabelle 3.18: Zusammensetzung des Syntheseansatzes LacDiNAc-terminierter poly-LacNAc-linker-
tBoc 
Volumen [µL] Substanz Endkonzentration 
10 1 M MOPS pH 6,8 100 mM 
10 250 mM KCl 25 mM 
10 50 mM GlcNAc-terminiertes poly-LacNAc-
linker-tBoc-Glykan 
5 mM 
7,5 100 mM UDP-GlcNAc 7,5 mM 
2 100 mM MnCl2 2 mM 
1 1 U/µL Fast-AP (alkalische Phosphatase) 10 U/µL 
 UDP-Glc/GlcNAc-4’-Epimerase Ca. 1 U/mL 
 His6-propeptid-cat-β4-Gal-T1 Y284L  Ca. 15 mU/mL 
 H2O  
100   
 
3.4.3.1 HPLC-Analytik von LacDiNAc-terminierten poly-LacNAc-linker-tBoc-
Glykanen 
Die Analytik der LacDiNAc-terminierten poly-LacNAc-linker-tBoc-Saccharide erfolgte 
ebenfalls mithilfe der reversed phase HPLC (siehe 3.4.1.1). Dabei wurden die Saccharide 
mit einem Acetonitrilgradienten eluiert, der für 5 min mit 11% [v/v] Acetonitril äquilibriert 
wurde und anschließend in 45 min auf 50% [v/v] Acetonitril anstieg. Abschließend folgten 
ein Spülschritt bei 100% [v/v] Acetonitril und die Äquilibrierung für die nächste Probe. 
3.4.3.2 Aufreinigung von LacDiNAc-terminierten poly-LacNAc-linker-tBoc-
Glykanen 
Die Aufreinigung der LacDiNAc-terminierten poly-LacNAc-linker-tBoc-Glykane erfolgte 
wiederum analog zur analytischen HPLC mithilfe der präparativen HPLC, wie in 3.4.1.3 
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beschrieben, jedoch mit einem Acetonitrilgradienten, wie er auch zur Analytik verwendet 
wurde oder bei vollständigem Umsatz mit Sep-Pak-C18-Säulen (siehe 3.4.1.2). 
3.4.4 Synthese oxidierter poly-LacNAc-linker-tBoc-Glykane 
Zur Synthese neuartiger, modifizierter poly-LacNAc-linker-tBoc-Glykane wurde die 
kommerziell erhältliche Dactylium dendroides Galaktoseoxidase von Worthington 
(Lakewood, USA) verwendet (Fialova et al. 2005; Kupper et al. 2012). Bei dieser 
Reaktion wird die terminale Galaktoseeinheit an der C6-Hydroxylgruppe zum Aldehyd 
oxidiert. Weitere enzymatische und chemische Umsetzungen werden in Abbildung 4.7 
dargestellt. 
Folgender Ansatz stellte sich als sinnvoller Standardansatz zur Oxidation heraus: 
 
Tabelle 3.19: Zusammensetzung des Syntheseansatzes von oxidierten poly-LacNAc-linker-tBoc-Oligo-
sacchariden 
Volumen [µL] Substanz Endkonzentration 
50 50 mM Natriumphosphatpuffer pH 6 
(mit Sauerstoff gesättigt) 
25 mM 
10 50 mM poly-LacNAc-linker-tBoc-Glykan 5 mM 
16 50 U/mL Galaktoseoxidase 8 U/mL 
5,3 3000 U/mL Peroxidase 160 U/mL 
18,7 H2O  
100   
 
Zur weiteren Untersuchung der Synthese wurden unterschiedliche Parameter des Synthese-
ansatzes variiert und die Produktzusammensetzung nach verschiedenen Zeitpunkten 
kontrolliert. Der pH-Wert wurde zwischen pH 5 und 9 untersucht, um einen möglichen 
Einfluss auf die Galaktoseoxidaseaktivität zu testen. Da das bei der Oxidation entstehende 
H2O2 inhibitorisch auf die Galaktoseoxidase wirkt (Kwiatkowski et al. 1981; Mendonça 
und Zancan 1987), wurden Katalase und/oder Peroxidase als mögliche Enzyme zur 
Entfernung des Wasserstoffperoxids getestet. Des Weiteren wurden unterschiedliche 
Substrate eingesetzt und die Synthesedauer optimiert. 
Bei der Oxidationsreaktion wurden offene Gefäße mit einem möglichst großen 
Oberfläche:Volumen-Verhältnis eingesetzt, um eine gute Sauerstoffversorgung zu gewähr-
leisten. Diese wurden bei 30°C und 60 UpM für 5,5 h inkubiert. Die Analytik der 
Oxidationsansätze erfolgte sowohl mittels HPLC als auch mithilfe der Dünnschicht-
chromatographie (DC). 
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3.4.4.1 Analytik der Oxidationsansätze mit HPLC 
Die HPLC-Analytik erfolgte wiederum durch reversed phase HPLC (siehe 3.4.1.1). Da das 
Oxidationsprodukt (Aldehyd) sehr ähnliche chemische Eigenschaften wie das Substrat 
aufweist, wurde zur sauberen Trennung ein sehr flacher Gradient gewählt. Dieser läuft 
30 min bei 10% [v/v] Acetonitril, anschließend in 30 min auf 15% [v/v] Acetronitril und 
für weitere 30 min bei 15% [v/v] Acetonitril. Daraufhin schließen sich ein Spülschritt und 
ein Äquilibrierungsphase an.  
3.4.4.2 Analytik der Oxidationsansätze mit DC 
Zur schnellen qualitativen Beurteilung der Oxidationsansätze wurden Dünnschicht-
chromatographien durchgeführt. Dazu wurden zwei Laufmittel ausgewählt: 
7: 2: 1   Isopropanol : 30% Ammoniak : H2O 
4: 2: 1: 0,1 Ethylacetat : Methanol : H2O : Essigsäure 
Bei der Dünnschichtchromatographie wurde eine Kammer mit dem gewählten Laufmittel 
ca. 0,5 cm hoch gefüllt und dicht verschlossen, so dass sich der Luftraum mit der 
entsprechenden Gasphase füllte. Proben und Standards wurden im Abstand von ca. 1 cm 
von der unteren Kante auf eine Dünnschichtchromatographiefolie (ALUGRAM
®
 Xtra SIL 
G/UV254 0.2 mm silica gel 60, Macherey-Nagel, Düren, Deutschland) aufgetragen. 
Anschließend wurde die Dünnschichtchromatographieplatte senkrecht in das Laufmittel 
gestellt und das Gefäß verschlossen. Sobald die Laufmittelfront einen Abstand von ca. 
1 cm zum Ende der Platte erreicht hatte, wurde diese aus der Chromatographiekammer 
entnommen und getrocknet. Anschließend wurden die unterschiedlichen Substanzen durch 
Fluoreszenzlöschung bei 254 nm detektiert oder durch Eintauchen in 5% H2SO4 in Ethanol 
und anschließendes Abflämmen sichtbar gemacht. 
3.4.4.3 Aufreinigung oxidierter poly-LacNAc-linker-tBoc-Glykane 
Die Aufreinigung erfolgte analog zur Analytik mittels präparativer reversed phase HPLC 
wie in 3.4.1.3 beschrieben.  
3.4.5 Modifikation oxidierter poly-LacNAc-linker-tBoc-Glykane 
Die Oxidation der C6-Hydroxylgruppe der terminalen Galaktose in poly-LacNAc-linker-
tBoc-Glykanen diente als Basis für weitere Modifikationen. Der Zucker wurde durch 
basenkatalysierte β-Elimination weiter verändert. Außerdem konnte die Reaktivität der 
entstandenen Aldehydgruppe für weitere Modifikationen ausgenutzt werden (Kupper et al. 
2012). Diese Umsetzungen werden in den folgenden Abschnitten genauer besprochen. 
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3.4.5.1 Basenkatalysierte β-Elimination 
Bei der basenkatalysierten β-Elimination wird durch Erhitzen der Probe Wasser vom 
oxidierten Zucker abgespalten. Es entsteht eine C-C-Doppelbindung, wie in Abbildung 4.7 
gezeigt. Das Produkt ist ein α,β-ungesättigtes Aldehyd. Zur Synthese dieses α,β-
ungesättigten Aldehyds wurde das aufgereinigte 6-Aldehyd oder der Oxidationsansatz auf 
95°C erhitzt. Die Dauer des Aufheizens wurde dabei reguliert, je nachdem, ob der pH-Wert 
des Ansatzes auf alkalische Werte eingestellt wurde oder nicht. Da die Reaktion basen-
katalysiert abläuft, erhöht sich die Umsatzgeschwindigkeit bei basischem pH, so dass 
Proben bei pH 9 für 15 min inkubiert wurden, Ansätze bei pH 6 jedoch für 30-60 min. 
Zur Analytik der Umsetzung wurden Oxidationsansätze oder aufgereinigtes Aldehyd bei 
unterschiedlichen pH-Werten, Temperaturen, Konzentrationen und variierenden 
Zeitdauern inkubiert und mittels HPLC (siehe 3.4.1.1) analysiert. 
Da kein vollständiger Umsatz zum α,β-ungesättigten Aldehyd erreicht werden konnte, 
wurde dieses mittels präparativer HPLC isoliert. Das Produkt ist deutlich hydrophober als 
unmodifizierte tBoc-Zucker oder die korrespondierenden Aldehyde und konnte somit bei 
15% [v/v] Acetonitril isokratisch (siehe 3.4.1.3) aufgereinigt werden. 
3.4.5.2 Biotinylierung mit BACH 
Die Aldehydgruppe der oxidierten Galaktose ist aufgrund ihrer Reaktivität zur weiteren 
Modifikation mit Aminen und Hydraziden geeignet. Somit stellt die Ankopplung von (+)-
Biotinamidohexansäure-hydrazid (BACH) eine mögliche Modifikation der Aldehydgruppe 
dar. Nach Reduktion des entstehenden Hydrazons mit Natriumcyanoborhydrid 
(NaCNBH3) erhält man ein stabiles Hydrazin (siehe Abbildung 4.13) (Bülter et al. 2001; 
Namdjou et al. 2007). 
3,5 Äquivalente BACH wurden mit einem Teil aufgereinigtem Aldehyd in 25 mM 
Natriumphosphatpuffer (pH 6) gemischt. Dazu wurde eine BACH-Stammlösung von 
10 mM in Wasser durch Erwärmen auf 60°C hergestellt. Die Reaktion erfolgte bei 
Raumtemperatur und wurde direkt durch reversed phase HPLC (siehe 3.4.3.1) oder 
Dünnschichtchromatographie (7: 2: 1 Isopropanol : 30% Ammoniak : H2O, siehe 3.4.4.2) 
analysiert. Eine biotin-spezifische Färbung wurde mit 0,1% p-Dimethylamino-Zimt-
aldehyd (p-Dimethylaminocinnamaldehyde p-DACA), 1% H2SO4 in Ethanol durch 
Ansprühen der trockenen DC-Platte durchgeführt (McCormick und Roth 1970). Biotin 
wird dadurch pink angefärbt. Bei maximalem Umsatz nach 24-48 h wurden 30 Teile 
NaCNBH3 (im Vergleich zum Aldehyd) zugegeben und der Reaktionsansatz bei -20°C für 
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48 h inkubiert. Die Proben wurden wiederum wie beschrieben mittels HPLC und DC 
kontrolliert und das Produkt mithilfe präparativer HPLC analog zur analytischen HPLC 
aufgereinigt (siehe 3.4.3.2).  
3.4.5.3 Weitere enzymatische Verlängerung modifizierter poly-LacNAc-linker-tBoc-
Glykane 
Oxidierte und weiter modifizierte poly-LacNAc-linker-tBoc-Glykane wurden als Substrate 
zur weiteren enzymatischen Umsetzung eingesetzt.  
 
Tabelle 3.20: Zusammensetzung des Syntheseansatzes zur Verlängerung modifizierter poly-LacNAc-
linker-tBoc-Glykane mit der β3-GlcNAc-T 
Volumen [µL] Substanz Endkonzentration 
10 1 M HEPES pH 7,2; 10 mM DTT 100 mM; 1 mM 
10 250 mM KCl 25 mM 
50 10 mM modifiziertes polyLacNAc-linker-
tBoc 
5 mM 
7,5 100 mM UDP-GlcNAc 7,5 mM 
2 100 mM MgCl2 2 mM 
1 1 U/µL Fast-AP (alkalische Phosphatase) 10 U/µL 
 β3-GlcNAc-T  Ca. 60-150 mU/mL 
 H2O  
100   
 
Tabelle 3.21: Zusammensetzung des Syntheseansatzes zur Verlängerung modifizierter poly-LacNAc-
linker-tBoc-Glykane mit der α3-Gal-T 
Volumen [µL] Substanz Endkonzentration 
10 1 M MES NaOH pH 6 100 mM 
10 250 mM KCl 25 mM 
50 10 mM modifiziertes polyLacNAc-linker-
tBoc 
5 mM 
7,5 100 mM UDP-Gal 7,5 mM 
2 100 mM MnCl2 2 mM 
1 1 U/µL Fast-AP (alkalische Phosphatase) 10 U/µL 
 α3-Gal-T Ca. 10 mU/mL 
 H2O  
100   
 
Untersucht wurde die weitere Umsetzung mit UDP-GlcNAc und der β3-GlcNAc-T, sowie 
mit UDP-Gal und der α3-Gal-T (Galili-Enzym) (bereitgestellt von Ruben Rosencrantz). 
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Die Syntheseansätze wurden dabei, wie in Tabelle 3.20 und Tabelle 3.21 beschrieben, 
hergestellt. 
Eine weitere Verlängerung der intern modifizierten GlcNAc-terminierten Zucker mit 
Galaktose wurde wiederum nach standardisierten Bedingungen der poly-LacNAc-linker-
tBoc-Synthese (siehe 3.4.1, sequentielle Tetrasaccharidsynthese) getestet. 
Die Analytik erfolgte nach Standardbedingungen für lineare poly-LacNAc-liner-tBoc 
(siehe 3.4.1.1) bzw. mit dem Programm für biotinylierte Produkte (siehe 3.4.3.1). Die 
Aufreinigung geringer Mengen zur MS-Analytik (siehe 3.4.8) erfolgte ebenso auf den 
analytischen Säulen. 
3.4.5.4 Synthese chemisch verzweigter poly-LacNAc-linker-tBoc-Glykane 
Da die Modifikation der Aldehydgruppe nach Oxidation generell mit allen Aminen durch 
reduktive Aminierung möglich ist, konnten auch entschützte poly-LacNAc-linker-Glykane 
an die Aldehydgruppe gebunden und somit chemisch verzweigte poly-LacNAc-linker-
tBoc-Glykane hergestellt werden. Die Synthese erfolgte beispielhaft mit einem 
Disaccharid-Aldehyd und einem Tetrasaccharid-Aldehyd, bei dem die Aldogruppe an der 
inneren Galaktose vorlag (siehe Abbildung 4.21). Durch Kopplung eines entschützten 
Heptasaccharids konnten chemisch verzweigte Glykanstrukturen hergestellt werden. 
Verzweigungsansätze wurden nach Tabelle 3.22 zusammenpipettiert und bei 60°C für 19 h 
inkubiert. Die Synthesen wurden in Mischungen aus Wasser und Methanol durchgeführt, 
da Picolinboran in Wasser unlöslich ist und eine Reduktion der Wassermenge für das 
thermodynamische Gleichgewicht vorteilhaft ist, da bei der Reaktion zur Schiff`schen 
Base Wasser freigesetzt wird. 
 
Tabelle 3.22: Zusammensetzung der Verzweigungsansätze 
Volumen [µL] Substanz Endkonzentration 
10 10 mM poly-LacNAc-linker-tBoc-Aldehyd 1 mM 
8 25 mM Heptasaccharid-linker-NH2 2 mM 
1,2 CH3COOH 1:100 2 mM 
15 10 mM Picolinboran in Methanol 1,5 mM 
65,8 Methanol  
100   
 
Die Ansätze wurden mittels reversed phase HPLC analysiert (siehe 3.4.1.1 mit 0,1% [v/v] 
Ameisensäure). Durch die Ameisensäure eluieren entschützte Zucker sehr früh, wodurch 
eine bessere Trennung der einzelnen Substrate erzielt wurde. Zur Probenvorbereitung für 
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die HPLC wurde der Ansatz unter Vakuum eingedampft, in Wasser aufgenommen und 
ungelöstes Picolinboran abzentrifugiert, um ein Ausfallen des Picolinboran auf der Säule 
zu verhindern. 
Die Synthese wurde an der analytischen HPLC aufgereinigt und zur ESI-MS-Messung 
(siehe 3.4.8) verwendet. 
3.4.6 Biotinylierung am Linker 
Zur Weiteren Analytik der Galektin-Glykan-Wechselwirkung wurden Saccharide am 
Linker biotinyliert. Dies erfolgte in der Diplomarbeit von Anna Eisele mithilfe eines NHS-
PEG-Biotins. Durch das NHS reagierte dieses Substrat mit der freien Aminogruppe am 
Linker der entschützten Zucker (siehe Abbildung 4.23). Dazu wurden entschütztes 
Saccharid und NHS-PEG-Biotin im Verhältnis 1:2 in PBS-Puffer pH 8 gemischt. 
Der kurze PEG-Linker diente der besseren Löslichkeit des Substrats in wässrigen 
Lösungen und fungierte als Abstandhalter zwischen den beiden funktionellen Einheiten des 
Produkts, dem Zucker und dem Biotin. Die Reaktion wurde mit reversed phase HPLC 
(siehe 3.4.1.1, mit 0,1% [v/v] Ameisensäure) kontrolliert und das Produkt ebenso 
aufgereinigt. 
3.4.7 Kapillarelektrophoretische Analytik 
3.4.7.1 Kapillarelektrophoretische Analytik von poly-LacNAc-linker-tBoc-Glykanen 
Zur Analytik entschützter poly-LacNAc-linker-Glykane wurde auch eine kapillar-
elektrophoretische Analyse (capillary electrophoresis, CE) eingesetzt. Diese Trennung 
basiert auf den unterschiedlichen Laufeigenschaften von Molekülen im elektrischen Feld, 
die von Ladung, Größe und Form dieser beeinflusst werden. Durch den elektroosmotischen 
Fluss wandern alle Moleküle in eine Richtung und werden währenddessen aufgrund ihrer 
unterschiedlichen Eigenschaften getrennt. Da die Trennung verschiedener entschützter 
Zucker mithilfe der eingesetzten HPLC-Methodik nicht möglich war, sollte dieses 
Verfahren Aufschluss über die Reinheit unterschiedlicher entschützter Saccharide geben. 
Im Vergleich wurden auch geschützte Zucker mithilfe der CE analysiert. 
Verwendet wurde eine P/ACE NDQ CE von Beckman Coulter (Krefeld, Deutschland) mit 
einer 75 µm Quarzglas-Kapillare. Die Trennung erfolgte mit Na2B4O7-SDS-Puffer pH 9,4 
(siehe 8.6.7) bei 25°C und 15 kV Trennspannung für 20 min, nach Injektion mit 0,5 psi für 
5 s. Die Detektion erfolgte durch Absorptionsmessung bei 254 nm. 
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3.4.7.2 Kapillarelektrophoretische Analytik von N-Glykanen 
Zur Analytik der N-Glykane von Glykoproteinen wurden diese mit PNGaseF (New 
England biolabs, Ipswich, USA) abgespalten, mit 8-Aminopyren-1,3,6-Trisulfonat (APTS) 
markiert und ebenfalls mittels CE analysiert. Diese Analytik wurde von Sophia Böcker 
während ihrer Masterarbeit durchgeführt. Die Probenvorbereitung erfolgte dabei nach 
Szabo et al. (Szabo et al. 2010). 
Um einen guten PNGase F-Verdau zu gewährleisten, wurden die Glykoproteine in 
Phophat-Puffer (pH 7,5, siehe 8.6.7) gelöst oder auf einen pH-Wert von etwa 7,5 
eingestellt. 50 µL einer 2 mg/mL-Proteinlösung (100 µg Protein) wurden mit 10 µL 2 % 
SDS in 100 mM 2-Mercaptoethanol versetzt und für 5 bis 7 min bei 95 °C denaturiert. 
Nach Zugabe von 10 µL 10 % Triton X-100 und 1 µL PNGase F wurde der Ansatz bei 
37°C über Nacht inkubiert. Durch Zugabe von 150 µL eiskaltem Ethanol und 20-minütiger 
Lagerung auf Eis wurden die Proteine gefällt, abzentrifugiert und der Überstand 
abgenommen. Als interner Standard wurden zu den so behandelten Proben, sowie zum 
Glukoseleiterstandard (Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland) je 3 µL Maltose 
(Fertiglösung von Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland) hinzupipettiert und die Proben 
in einem Vakuumkonzentrator komplett eingedampft. 
Die Markierung mit APTS (Beckman Coulter) erfolgte nach Zugabe von 1 µL 50 mM 
APTS-Lösung (APTS in 1,2 M Zitronensäure) und 1 µL 1 M Natriumcyanoborhydrid (in 
THF, Fertiglösung von Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) bei 55 °C für 45 min. 
Durch Zugabe von 48 µL MilliQ-H2O zu den Proben und 98 µL zu dem Glukose-Standard 
wurde die Markierungsreaktion abgestoppt. Für die anschließende Analytik wurden die 
Proben 1:16 verdünnt. 
Die kapillarelektrophoretische Trennung erfolgte nach dem Protokoll „Carbohydrate 
Labeling and Analysis“ von Beckman Coulter. Demnach wurden die Proben für 3 s mit 
0,5 psi injiziert und bei 30 kV für 25 min getrennt. Die Detektion erfolgte über den 
gekoppelten Farbstoff nach Fluoreszenzanregung bei 488 nm und Detektion der Emission 
bei 520 nm nach 40 cm der Polyvinylalkohol-beschichteten Kapillare. 
3.4.8 ESI-MS-Analytik 
Aufgereinigte poly-LacNAc-linker-Oligosaccharide wurden mittels ESI-MS (Thermo 
Finnigan Surveyor
®
 MSQ™) analysiert. Dazu wurden je 10 µL einer 0,1 mM 
Glykanlösung über eine Multospher 120 RP 18 HP-3µ (60x2mm) (CS-Chromatographie 
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Service, Langerwehe, Deutschland) mit einer Flussrate von 0,2 mL/min in 50% Acetonitril 
konzentriert. Folgende Parameter wurden eingestellt: 
Probentemperatur: 400°C 
Nadelspannung: 4,5 kV 
Konusspannung: 100 V 
Negativer Modus für geschützte Zucker; Positiver Modus für entschützte Zucker 
Einige Analysen wurden direkt aus der Synthesemischung nach vorangegangener 
Trennung über eine LiChrospher®-100-RP-18-Säule (CS-Chromatographie Service, 
Langerwehe, Germany), welche mit der MS verbunden war, durchgeführt. 
3.5 Galektin-Bindestudien 
Die Bindung von Galektinen an unterschiedliche Glykoproteine und Glykane wurde wie 
folgt untersucht. 
3.5.1 Galektinbindung auf Asialofetuin 
Der ELISA-Test zur Untersuchung der Galektinbindung an Asialofetuin (ASF) wurde 
folgendermaßen durchgeführt: 
Abbildung 3.8: Schematischer Aufbau des Mikrotiterplattenbindetests 
Im Anschluss an die Immobilisierung von Asialofetuin erfolgte die Inkubation mit Galektin. Dieses wurde 
mit einer Anti-His6-Peroxidase und anschließendem Farbumsatz von OPD-Substrat nachgewiesen. 
 
 Beschichten der Kavitäten mit Asialofetuin: 
200 µL 5 µg/mL Asialofetuin in 100 mM Natriumcarbonatpuffer pH 9,6 je Kavität 
(Nunc-Imuno, MaxiSorp, Nunc, Wiesbaden, Deutschland) über Nacht bei Raum-
temperatur 
 Waschen der Kavitäten mit PBS-Tween 
Dreimaliges Waschen mit jeweils 250 µL PBS-Tween (PBS, 0,05% [v/v] Tween) 
His6-markiertes Galektin 
Immobilisiertes 
Asialofetuin  
Anti-His6-Peroxidase 
OPD-Substrat-Umsatz 
OPD 
ASF ASF 
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 Blocken mit bovinem Serum Albumin (BSA) 
250 µL 2% [w/v] BSA in PBS-Tween für mind. 1 h bei Raumtemperatur 
 Waschen der Kavitäten mit PBS-Tween 
 Binden des Galektins 
50 µL unterschiedlicher Konzentrationen der Galektine in PBS für 1 h bei Raum-
temperatur 
 Waschen der Kavitäten mit PBS-Tween 
 Detektion des Galektins mit Anti-His6-Peroxidase 
50 µL Anti-His6-Peroxidase (Roche, 1:1000 in PBS(-Tween)) für 1 h bei Raum-
temperatur 
 Entwickeln des ELISA 
50 µL OPD-Substrat (Dako, Glostrup, Dänemark, 1 Tablette auf 3 mL H2O plus 
1,25 µL 30%iges H2O2) bis deutliche Gelbfärbung erreicht wurde 
Abstoppen der Farbreaktion mit 50 µL 3 M HCL (spätestens nach 45 Min) 
 Photometrische Messung 
Messung der Absorption bei 492 nm in Tecan Sunrise Photometer (Männedorf, 
Schweiz) 
Alternativ zum Nachweis der Galektine mit Anti-His6-Peroxidase und anschließendem 
Farbumsatz wurden die fluoreszenzmarkierten Galektine auch direkt über ihre intrinsische 
Fluoreszenz nachgewiesen. Dazu wurde der Aufbau in schwarzen Nunc-Imuno MaxiSorp-
Platten durchgeführt (Nunc, Wiesbaden, Deutschland). Im Anschluss an die Inkubation mit 
den Fluoreszenzfusionsgalektinen wurde die Platte dreimal mit PBS-Tween gewaschen 
und anschließend das Signal direkt mithilfe des BioTek® Synergy2-Mikrotiterplatten-
photometer (Winooski, USA) ausgelesen. Je nach Fluoreszenzprotein wurden dazu 
folgende Einstellungen verwendet: 
 
Tabelle 3.23: Einstellungen des Fluoreszenzphotometers zur Messung der Galektin-Fusionsproteine 
Fluoreszenzprotein Anregungssfilter Emissionsfilter Spiegel 
DsRedM 560/40 645/40 595 
YFP 485/20 528/20 510 
3.5.2 Vernetzung von ASF mit ECM-Glykoproteinen durch Galektine 
Die Quervernetzungseigenschaften wurden mithilfe eines ELISA getestet, bei welchem 
ECM-Glykoproteine mithilfe eines Galektins an ASF gebunden werden. Der Aufbau 
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erfolgt bis zum Blocken und Waschen der Kavitäten identisch zu dem in 3.5.1 
beschriebenen Versuch zur Bindung der Galektine auf ASF. Daran schließt sich die 
Immobilisierung der Galektine und Quervernetzung der ECM-Glykoproteine Laminin und 
Fibronektin wie folgt beschrieben an. 
Abbildung 3.9: Schematischer Aufbau des Mikrotiterplattenbindetests zur Quervernetzung durch 
Galektine 
Im Anschluss an die Immobilisierung von Asialofetuin erfolgte die Inkubation mit Galektin. Darüber wurde 
ein Glykoprotein der extrazellulären Matrix immobilisiert, welches mit einem spezifischen primären 
Antikörper aus Kaninchen und einem sekundären Peroxidase-markierten Anti-Kaninchen-Antikörper 
nachgewiesen wurde. Die Detektion erfolgte durch Farbumsatz von OPD-Substrat. 
 
 Bindung der Galektine: 
Je 50 µL Galektin in PBS für 1 h bei Raumtemperatur entweder in 
a) konstanter Konzentration oder 
b) variabler Konzentration 
 Waschen der Kavitäten mit PBS-Tween 
 Bindung der ECM-Glykoproteine 
Je 50 µL Laminin (aus dem murinen Engelbreth-Holm-Swarm-Sarkom, Sigma-
Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) oder humanes Plasma-Fibronektin (Sigma-
Aldrich) in PBS für 1 h bei Raumtemperatur in  
a) variabler Konzentration oder 
b) konstanter Konzentration 
 Waschen der Kavitäten mit PBS-Tween 
OPD-Substrat-Umsatz 
Anti-Kaninchen-Peroxidase 
Anti-ECM-Antikörper aus Kaninchen 
Immobilisiertes 
 Asialofetuin 
His6- 
Gal1C2S 
His6- 
Gal8 
His6- 
Gal3 
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 Detektion der ECM-Glykoproteine mit primärem Antikörper 
Je 50 µL Anti-Laminin- oder Anti-Fibronektin-Antikörper aus Kaninchen (Sigma-
Aldrich) 1:1000 in PBS für 1 h bei Raumtemperatur 
 Waschen der Kavitäten mit PBS-Tween 
 Detektion des primären Antikörpers mit sekundärem Antikörper-Peroxidase-
Konjugat 
Je 50 µL Anti-Kaninichen-Peroxidase (Sigma-Aldrich) 1:1000 in PBS für 1 h bei 
Raumtemperatur 
 Waschen der Kavitäten mit PBS-Tween und Entwickeln mit OPD-Substrat (siehe 
3.5.1) 
3.5.3 Untersuchung der Galektin-Bindung mit synthetisierten poly-LacNAc-
linker-tBoc-Glykanen 
Zur Evaluierung der Bindung von Galektin-1C2S und Galektin-3 an die in dieser Arbeit 
hergestellten poly-LacNAc-linker-tBoc-Glykane, wurden unterschiedliche Bindestudien 
durchgeführt. Zum einen wurde die Bindung von Galektinen an Asialofetuin kompetitiv 
durch die Zugabe gelöster Liganden inhibiert. Zum anderen wurde die Bindung der 
Galektine an immobilisierte Glykane getestet. Jedes dieser Testverfahren bietet spezifische 
Vor- und Nachteile. Bei den Inhibitionsstudien können direkt relative inhibitorische Kräfte 
bestimmt werden, welche die Bindungsstärke quantifizieren. Bei den Bindestudien auf 
immobilisierten Zuckern werden die synthetisierten Glykane multivalent präsentiert, was 
der natürlichen Situation z.B. auf der Zellmembran eher entspricht. Allerdings können bei 
diesem Aufbau sterische Hinderungen durch die Nähe der Glykane zur Platte auftreten und 
der gewählte Linker die Bindung der Galektine an die Zuckerstruktur beeinflussen (Blixt et 
al. 2004; Leppänen et al. 2005). Beide Messmethoden werden im Folgenden vorgestellt. 
3.5.3.1 Inhibition der Galektinbindung mit gelösten poly-LacNAc-linker-tBoc-
Glykanen 
Zur Quantifizierung der relativen Inhibitionskraft einer Zuckerstruktur zu den untersuchten 
Galektinen wurde ein Inhibitions-ELISA nach dem Testaufbau in 3.5.1 durchgeführt. Dazu 
wurde Asialofetuin über Nacht auf der Oberfläche immobilisiert und freie Bindestellen mit 
BSA geblockt. Im Anschluss erfolgte eine gleichzeitige Inkubation des Galektins (1-
30 µM Endkonzentration) mit variablen Zuckermengen. Dazu wurden Zuckerstamm-
lösungen von 5 µM bis 10 mM eingesetzt. Diese wurden jeweils 1:10 mit dem 
entsprechenden Galektin verdünnt und auf die beschichtete Oberfläche aufgegeben (5 µL 
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10-fach Zuckerstammlösung in H2O + 45 µL 1,11-fach Galektinstammlösung in PBS). Die 
genauen Zucker- und Galektinkonzentrationen wurden jeweils durch einen Vorversuch mit 
einem Standardsaccharid (Di- oder Tetrasaccharid-linker-tBoc) bestimmt, da die exakten 
Werte mit jeder Proteinaufreinigung schwankten. Bei jeder Messreihe wurden zusätzlich 
ein Wert ohne Inhibitor und ein Wert ohne Galektin gemessen, um so eine Skalierung der 
Inhibition zu ermöglichen. Im Anschluss erfolgte die Detektion des Galektins wie in 3.5.1 
beschrieben, mit Anti-His6-Peroxidase und OPD-Umsatz. 
Ähnliche Inhibitionsstudien wurden für das Galektin-3 mit ausgewählten Sacchariden auf 
Laminin als Basis durchgeführt. Der Versuch wurde analog zu dem oben beschriebenen 
durchgeführt, mit dem Unterschied, dass 5 µg/mL Laminin anstelle von 5 µg/mL ASF über 
Nacht immobilisiert wurden. 
3.5.3.2 Bindung von Galektinen auf immobilisierten poly-LacNAc-linker-Glykanen 
Die Bindung von Galektinen auf immobilisierten Zuckern wurde als Vorstufe zum Aufbau 
einer künstlichen ECM getestet. Der Versuch erfolgte ähnlich wie die Galektinbindung an 
Asialofetuin nach folgendem Ablaufschema: 
 Beschichten der Kavitäten mit Glykanen: 
50 µL 1 mM entschütztes Glykan in 100 mM Natriumcarbonatpuffer pH 9,6 über 
Nacht in amino-reaktiven Nunc-Immobilizer-Platten (Nunc, Wiesbaden, 
Deutschland) 
 Waschen der Kavitäten mit PBS-Tween 
 Blocken mit Ethanolamin 
250 µL 10 mM Ethanolamin in 100 mM Natriumcarbonatpuffer pH 9,6 für mind. 
1 h bei Raumtemperatur 
 Waschen der Kavitäten mit PBS-Tween 
 Binden des Galektins 
50 µL Galektin in PBS für 1 h bei Raumtemperatur (konstante Konzentration 
zwischen 35 und 230 µM) 
 Waschen der Kavitäten mit PBS-Tween und Detektion des Galektins mit Anti-His6-
Peroxidase und Entwickeln des OPD-Farbstoffs (siehe 3.5.1) 
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3.5.3.3 Bindung von Galektinen auf immobilisierten poly-LacNAc-linker-Biotin 
Glykanen 
Die beiden am Linker biotinylierten Glykane wurden zusätzlich über das Biotin 
immobilisiert und zur Charakterisierung der Galektinbindung eingesetzt. Der Versuch 
gliedert sich folgendermaßen: 
 Beschichten der Kavitäten mit Glykanen: 
50 µL 0,02 mM biotinyliertes Glykan in H2O für 1 h in Streptavidin-beschichteten 
Platten (Greiner Bio-one, Kremsmünster, Österreich) 
 Waschen der Kavitäten mit PBS-Tween 
 Binden des Galektins 
50 µL Galektin (2500 µg/mL) in PBS für 1 h bei Raumtemperatur  
 Waschen der Kavitäten mit PBS-Tween 
 Verdrängung mit LacNAc-linker-tBoc 
50 µL LacNAc-linker-tBoc in PBS für 1 h bei Raumtemperatur 
 Detektion des Galektins mit Anti-His6-Peroxidase und Entwickeln des OPD-
Farbstoffs (siehe 3.5.1) 
3.6 Immobilisierung fluoreszenzmarkierter Galektine mithilfe des 
SNAP-tags 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei fluoreszenzmarkierte Galektin-Varianten 
hergestellt. Diese weisen neben der Galektin- und der Fluoreszenzproteindomäne auch 
einen SNAP-Tag auf. Bei dem SNAP-Tag handelt es sich um eine Mutante des DNA-
Reparierungsenzyms O6-Alkylguanin-DNA Alkyltransferase, welche eine besonders hohe 
Affinität zu Benzylguanin aufweist. Unter Abspaltung des Guanins bildet das Enzym eine 
kovalente Bindung mit dem Benzylrest aus (siehe Abbildung 3.10). Mithilfe dieser Reaktion 
kann das Protein spezifisch markiert oder immobilisiert werden. 
Abbildung 3.10: Reaktion des SNAP-Tags mit einem Benyzylguaninderivat (modifiziert nach 
(Gronemeyer et al. 2005)) 
Der SNAP-Tag bzw. die Alkylguanin-DNA-Alkyltransferase (AGT) reagiert unter Ausbildung einer 
kovalenten Bindung unter Abspaltung von Guanin mit Benzylguanin. Dadurch sind Markierungs- und 
Immobilisierungsreaktionen mit Benzylguanin-modifizierten Stoffen möglich. 
 
- Guanin 
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3.6.1 Immobilisierung an Magnetpartikel 
Die Immobilisierung des His6-SNAP-YFP-Gal-3 erfolgte an Magnetpartikeln, die sich zur 
Durchflusszytometrie-Analyse und somit zur quantitativen Beurteilung der 
Immobilisierung eignen. Die Partikel wurden bereits erfolgreich zur Immobilisierung eines 
analogen Cytokin-Fusionsproteins eingesetzt (Recker et al. 2011), so dass dieser Versuch 
als Kontrolle für die erfolgreiche Anwendung des Galektin-Fusionskonstrukts dienen 
konnte. 
Magnetische micromer-M PEG-COOH Partikel (New England Biolabs, Ipswich, USA) mit 
3 µm Durchmesser, welche mittels NHS-EDC-Chemie aktiviert und mit Amino-PEG-
Benzylguanin gekoppelt wurden, wurden von Tobias Recker (Institut für Biochemie, 
Uniklinikum Aachen, Prof. Gerhard Müller-Newen) wie beschrieben her- und 
bereitgestellt (Recker et al. 2011). Anschließend wurden 10 µL Partikel (ca. 1,5 ·10
6
 
Partikel/µL) über Nacht mit 50 µL 1 µM His6-SNAP-YFP-Gal-3 in 50 mM Natrium-
phosphatpuffer (pH 8 plus 2% [w/v] BSA) bei 4°C unter Schütteln inkubiert. Als Kontrolle 
wurden Partikel mit His6-Galektin-3 inkubiert. Anschließend wurden die beads gewaschen, 
um unreagiertes Galektin zu entfernen. Der Nachweis des gebundenen Galektins erfolgte 
mithilfe eines Anti-Gal-3-Antikörpers (BioLegend, Fell, Deutschland) und eines PE-
markierten sekundären Anti-Maus-Antikörpers. Beide Antikörper wurden entweder 
gleichzeitig für 30 min oder nacheinander für jeweils 30 min mit einem 
dazwischenliegenden Waschschritt inkubiert, um optimale Bindung des sekundären 
Antikörpers zu gewährleisten. Außerdem wurde das YFP-Signal detektiert, welches 
ebenfalls einen Nachweis für die Kopplung des Galektins darstellt. Die 
Durchflusszytometrie-Analyse sowie ein Enterokinase-Verdau zum Nachweis der 
gerichteten Immobilisierung wurden von Tobias Recker wie beschrieben durchgeführt 
(Recker et al. 2011). Dabei wurden das PE-Signal, das YFP-Signal und die Partikelgröße 
gemessen. Somit lassen sich Aussagen über die Kopplung und Aggregatbildung machen. 
3.6.2 Immobilisierung an NHS-Sepharose 
Die Immobilisierung der Galektine an NHS-Sepharose diente als weitere Anwendung der 
SNAP-Tag-Galektine. Das dadurch entstehende Säulenmaterial kann zur Affinitäts-
chromatographie unterschiedlicher Glykoproteine eingesetzt werden. Dadurch eignet es 
sich zur funktionellen Analyse des immobilisierten Lektins und bietet die Möglichkeit zur 
Anwendung in diagnostischen und therapeutischen Fragestellungen. 
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3.6.2.1 Gerichtete Immobilisierung mithilfe des SNAP-Tags 
Die gerichtete Immobilisierung erfolgte folgendermaßen: 
 Vorbereiten des Säulenmaterials 
3-maliges Waschen der NHS-Sepharose (GE-Healthcare, Freiburg, Deutschland) 
mit 3 mL eiskalter 1 mM HCl 
 Immobilisierung des Benzylguanins 
Zugabe von 500 µL 1 mM Aminobenzylguanin (New England Biolabs, Ipswich, 
USA) in DMF und 2,1 µL Triethylamin zu ca. 300 mg Säulenmaterial; Inkubation 
für 1 h bei Raumtemperatur und über Nacht bei 4°C im Überkopfschüttler bei 
20 UpM 
 Blocken freier NHS-Gruppen 
Zugabe von 3 mL Blockingpuffer (500 mM Ethanolamin, 500 mM NaCl, HCl 
pH 8,3, alle Puffer siehe 8.6.6) und Inkubation für 4 h bei Raumtemperatur im 
Überkopfschüttler 
 Inaktivierung freier NHS-Gruppen 
Abwechselndes Waschen mit je mind. 1,5 mL Trispuffer (100 mM Tris-HCl 
pH 8,4) und Natriumacetatpuffer (100 mM Natriumacetat, 500 mM NaCl, pH 4,5), 
5 Zyklen 
 Immobilisierung des SNAP-Tag-Proteins 
Zugabe des SNAP-Tag-Proteins in PBS mit 1 mM DTT (ca. 250 µmol für 300 mg 
Säulenmaterial), Inkubation für 1 h bei Raumtemperatur und über Nacht bei 4°C im 
Überkopfschüttler bei 20 UpM 
 Abnahme des Überstands und Waschen des Materials 
Abnahme des Proteinüberstands zur Beurteilung des Immobilisierungsgrades; drei-
maliges Waschen des Säulenmaterials mit mind. 1,5 mL PBS und Aufbewahren der 
Waschfraktionen für weitere Analytik. 
 Packen des Materials in 1mL-Einwegsäulchen (Qiagen, Hilden, Deutschland) und 
Lagern in sterilfiltriertem PBS mit 100 µg/mL Ampicillin. 
3.6.2.2 Ungerichtete Immobilisierung 
Sophia Böcker führte während ihrer Masterarbeit auch ungerichtete Immobilisierungen 
durch, bei denen das Galektin direkt über intrinsische Aminogruppen an die NHS-
Sepharose gebunden wurde. Diese Immobilisierungsmethode sollte als Vergleich zur 
gerichteten Immobilisierung dienen und wurde folgendermaßen durchgeführt: 
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 Vorbereiten des Säulenmaterials wie in 3.6.2.1 
 Immobilisierung des Proteins 
Zugabe des SNAP-Tag-Proteins in Kopplungspuffer (200 mM Natriumhydrogen-
carbonat, 500 mM NaCl, pH 8,3, alle Puffer siehe 8.6.6) (ca. 250 µmol für 300 mg 
Säulenmaterial); Inkubation für 1 h bei Raumtemperatur und über Nacht bei 4°C im 
Überkopfschüttler bei 20 UpM 
Abnahme des Überstands und 3-maliges Waschen mit PBS, Aufbewahren der 
Fraktionen zur weiteren Analytik 
 Blocken und Inaktivieren freier NHS-Gruppen (siehe 3.6.2.1) 
 Waschen mit PBS 
Zwei-maliges Waschen mit 2 mL PBS 
 Packen des Materials in 1mL-Einwegsäulchen (Qiagen, Hilden, Deutschland) und 
Lagern in sterilfiltriertem PBS mit 100 µg/mL Ampicillin. 
3.6.2.3 Bestimmung des Anteils immobilisierten Galektins  
Um den Erfolg der Immobilisierung zu überprüfen, wurde der Anteil gebundenen Proteins 
gemessen und im Vergleich unterschiedlicher Immobilisierungsarten quantifiziert.  
Die Galektinkonzentration im Überstand und in den Waschfraktionen nach Herstellung des 
Säulenmaterials wurde mit einem Bradfordtest (siehe 3.3.1) bestimmt. Anhand dessen 
wurde die Menge gebundenen Galektins berechnet, welche als Bezugswert für weitere 
Anwendungen diente. 
3.6.2.4 Enterokinase-Verdau zur Beurteilung der Orientierung des immobilisierten 
Proteins 
Des Weiteren wurde durch einen Enterokinaseverdau die Orientierung des Proteins 
überprüft. Die Galektin-Fusionsproteine weisen eine Enterokinaseschnittstelle zwischen 
dem SNAP-Tag und dem Fluoreszenzprotein auf (siehe 8.1.4). Durch gezielte Spaltung an 
dieser Stelle kann die gerichtete Immobilisierung nachgewiesen werden. 
Für den Verdau wurden 10 mg bis 15 mg Säulenmaterial (ca. 350 µg Protein) eingesetzt. 
Der Verdau wurde nach Herstellerangaben mit einer rekombinanten Enterokinase von 
Novagen (Darmstadt, Deutschland) durchgeführt. Folgender Ansatz wurde bei 
Raumtemperatur im Überkopfschüttler inkubiert und Proben nach 1, 5 und 8 h für eine 
SDS-PAGE-Analyse entnommen und durch Zugabe von LDS-Probenpuffer die Reaktion 
gestoppt. 
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Tabelle 3.24: Zusammensetzung des Ansatzes für den Enterokinaseverdau 
Volumen [µL] Substanz Endmenge 
 Säulenmaterial Ca. 350 µg Protein 
25 10x rEK Spaltungspuffer 1x 
4,02 1x Verdünnungspuffer  
0,98 Enterokinase 5 U 
220 H2O  
250   
 
3.6.2.5 Bindestudien an Galektin-Sepharose-Säulen 
Zur Analytik der Bindung unterschiedlicher Glykoproteine an das Säulenmaterial wurden 
Asialofetuin (bovin), Fetuin (bovin) oder Transferrin (human) (alle Galab, Geesthacht, 
Germany) aufgetragen, zur besseren Bindung mehrfach über das Säulenmaterial zirkuliert 
und nach einem Waschschritt mit PBS mit 150 mM Laktose eluiert. Die Proteinmenge war 
dabei so hoch, dass nicht das gesamte Protein gebunden werden konnte und ein Teil im 
Durchfluss auftrat. Die Proteinkonzentration wurde mittels Bradford bestimmt (siehe 3.3.1) 
und zur Berechnung der Bindekapazität herangezogen. Somit konnte bestimmt werden, 
wie viel eines Glykoproteins an das Säulenmaterial bindet und Unterschiede in der 
Bindegüte festgestellt werden. Durch anschließende SDS-PAGE-Analytik (siehe 3.3.2) 
wurden die einzelnen Fraktionen analysiert. 
Der Versuch wurde folgendermaßen durchgeführt: 
 Äquilibrieren der Säule mit PBS 
 Auftragen von mindestens 100 µg Glykoprotein pro 200 mg Säulenmaterial in 
1 mL PBS 
 Fünfmaliges Zirkulieren der Glykoproteinprobe über das Säulenmaterial 
 Auffangen des Durchflusses und Waschen mit 0,5 mL PBS (Fraktion à 1,5 mL) 
 Waschen des Säulenmaterials mit 4 mL PBS und Auffangen in 2 Fraktionen 
 Elution mit 3 mL PBS, 150 mM Laktose und Auffangen in 3 Fraktionen 
 Spülen der Säule mit PBS und Lagerung in PBS mit 100 µg/mL Ampicillin 
Der Proteingehalt aller Fraktionen wurde mittels Bradfordtest (siehe 3.3.1) festgestellt. Zur 
Analyse mittels SDS-Gelelektrophorese (siehe 3.3.2) mussten die Proben zum Teil durch 
Ultrafiltration (siehe 3.2.5) aufkonzentriert werden. 
Es wurden auch Varianten der Glykoproteine, bei denen einzelne Monosaccharide 
abgespalten wurden, untersucht. Fetuin und Transferrin wurden zunächst desialyliert, um 
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im anschließenden Schritt degalaktosyliert zu werden. Es wurden 250 µg Fetuin und 
200 µg Transferrin jeweils als 5 mg/mL-Proteinlösung in Phosphatpuffer (pH 7,5, siehe 
8.6.7) eingesetzt. Der Neuraminidase-Verdau (Neuraminidase Typ V aus Clostridium 
perfringens, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) fand in Natriumacetatpuffer 
(0,1 M, pH 5) bei 37°C in folgendem Ansatz statt. 
 
Tabelle 3.25: Zusammensetzung des Ansatzes zum Neuraminidaseverdau 
 Fetuin Transferrin 
Proteinlösung (5 mg/mL) 50 µL 40 µL 
5x Acetatpuffer 50 µL 40 µL 
H2O 125 µL 100 µL 
Neuraminidase (2,5 U/mL) 25 µL 20 µL 
 250 µL 200 µL 
 
Für den Galaktosidase-Verdau wurden jeweils 2 mg/mL Proteinstammlösungen 
vorbereitet. Die β-Galaktosidase aus Bacillus circulans (Biolactasa-NTL, Biocon, Spanien) 
wurde 1:1000 in Citrat-Phosphat-Puffer (50 mM, pH 6,0 siehe 8.6.7) verdünnt. Der Ansatz 
wurde wie folgt zusammenpipettiert und über Nacht bei 37°C inkubiert (Kamerke et al. 
2012). 
 
Tabelle 3.26: Zusammensetzung des Ansatzes zum Galaktosidaseverdau 
 ASF/Fetuin Transferrin 
Proteinlösung (2 mg/mL) 75 µL 50 µL 
Citrat-Phosphat-Puffer 50 µL 30 µL 
Galaktosidase (3,4 U/mL) 25 µL 20 µL 
 150 µL 100 µL 
3.6.3 Immobilisierung an microbubbles 
Eine weitere Immobilisierung des His6-SNAP-YFP-Gal-3 wurde an sogenannten micro-
bubbles durchgeführt. Diese kleinen Bläschen dienen als Kontrastmittel für die Detektion 
von Gefäßen mittels Ultraschall. Dabei kann zum einen das Signal der Bläschen detektiert 
werden. Zum anderen können die Bläschen durch einen Ultraschallpuls zum Platzen 
gebracht werden, wodurch das Signal der gebundenen Bläschen vor dem Puls mit dem 
Signal danach verglichen und somit eine Quantifizierung gebundener Bläschen an einer 
bestimmten Stelle vorgenommen werden kann (Kiessling et al. 2009). PEG-BG-markierte 
Bläschen wurden von Stanley Fokong (Institut für Molekulare Bildgebung, Helmholtz 
Institut für biomedizinische Technik, Prof. Kiessling) bereitgestellt. 
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Die Bläschen wurden in Konzentrationen zwischen 10
7
 und 10
9
 mL
-1
 eingesetzt. Zur 
Stabilisierung wurden sie mit 0,02% [w/v] Triton X100 versetzt und lagen in neutralem 
Puffer vor. Es wird vermutet, dass ca. 1000 funktionelle Gruppen pro Bläschen gebunden 
sind. Die Immobilisierung des aufgereinigten His6-SNAP-YFP-Gal-3 erfolgte unter diesen 
Bedingungen zunächst für ca. 1 h bei Raumtemperatur unter gelegentlichem Schütteln und 
anschließend über Nacht bei 4°C. Dabei wurde ein hoher Proteinüberschuss (mindestens 
1000-fach) über die angenommene BG-Menge eingesetzt. Nach erfolgter Markierung 
wurden die Bläschen mit PBS 0,02% Triton-X100 gründlich gewaschen. Dazu wurde, 
nachdem die Bläschen an die Flüssigkeitsoberfläche gestiegen sind, der darunterliegende 
Puffer mit einer Kanüle abgesaugt und das Gefäß erneut mit Puffer aufgefüllt. Der 
Nachweis der Markierung wurde von Stanley Fokong am Fluoreszenzmikroskop durch-
geführt. 
3.7 Versuche zur Interaktion von Zellen mit Galektinen 
3.7.1 Zellfärbung von mesenchymalen Stammzellen, Präadipozyten und 
Fibroblasten mit His6-SNAP-YFP-Gal-3 
Unterschiedliche Zelltypen wurden auf ihre Bindung von His6-SNAP-YFP-Gal-3 mithilfe 
von immunhistologischer Färbung und Durchflusscytometrie analysiert. Dazu wurden 
humane mesenchymale Stammzellen (hMSC) von Julia van de Kamp (Lehr- und 
Forschungsgebiet Zell- und Molekularbiologie an Grenzflächen, Helmholtz-Institut für 
biomedizinische Technik und Universitätsklinikum Aachen, Prof. Jahnen-Dechent, sowie 
Institut für Pathologie, Universitätsklinikum Aachen, Dr. PD. Neuss-Stein) aus 
Knochenmark isoliert (Haynesworth et al. 1992; Neuss et al. 2004; Neuss et al. 2011; 
Pittenger et al. 1999) und in MSC-Wachstumsmedium (PAN Biotech, Aidenbach, 
Deutschland) kultiviert. Ovine mesenchymale Stammzellen (oMSC) wurden von Carina 
Adamzyk (Institut für Pathologie, Universitätsklinikum Aachen, Dr. PD. Neuss-Stein) aus 
Knochenmark isoliert (Mrugala et al. 2008) und ebenfalls in MSC-Wachstumsmedium 
(PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland) kultiviert. Standardcharakterisierungsschritte 
wurden nach bekannten Protokollen durchgeführt (McCarty et al. 2009; Neuss et al. 2004). 
CHO-Lec 3.2.8.1 Zellen (Patnaik und Stanley 2006) wurden in MEM-medium (Sigma-
Aldrich, Taufkirchen, Germany) mit 10% fötalem Kälberserum (FCS), 3,5 mg 
Nucleosidsupplementation, 1,2 mg Thymidin, 30 mg Glutaminsäure, 30 mg Asparagin, 
11,5 mg Prolin, 100 mM Natriumpyruvat und 0,292 g/L L-Glutamin kultiviert. Alle Zellen 
Material und Methoden 
72 
wurden bei 37°C mit 20% O2 und 5% CO2 inkubiert. Regelmäßige Medienwechsel und 
Passagierungen wurden durchgeführt. 
Zur durchflusszytometrischen Analyse wurden 2,5 ∙ 105 Zellen durch Trypsinisierung 
geerntet und mit PBS gewaschen. Anschließend erfolgte die Inkubation mit 3,5 µg/mL 
His6-SNAP-YFP-Gal-3 in PBS, PBS mit 150 mM Saccharose oder PBS mit 150 mM 
Laktose für 45 min bei 4°C. Nach drei Waschschritten wurden mindestens 10000 Zellen 
mit einem FACSCalibur-Instrument und FACSCalibur-Software (Becton Dickinson, 
Franklin Lakes, USA) gemessen und die Daten mithilfe von FlowJo 5.7.2 (Tree Star Inc., 
Ashland, USA) ausgewertet. Als Referenz dienten Zellen, die in PBS ohne His6-SNAP-
YFP-Gal-3 inkubiert wurden. 
Für die Immunhistologische Färbung wurden Zellen auf Glasplättchen in 24-well-
Kulturschalen (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA) kultiviert und mit 4% Formalin 
(Fischar, Saarbrücken, Deutschland) für 15 min fixiert. Nach zwei Waschschritten mit PBS 
wurden die Zellen mit 40 µg/mL mit His6-SNAP-YFP-Gal-3 in PBS mit 1% [w/v] BSA 
bzw. PBS mit 150 mM Saccharose oder PBS mit 150 mM Laktose für 60 min im Dunkeln 
inkubiert. Anschließend erfolgten wiederum drei Waschschritte mit PBS, eine Kofärbung 
mit DAPI (Merck, Darmstadt, Deutschland) und Fixierung in einer Matrix (DAKO, 
Carpinteria, USA) zur anschließenden Mikroskopie. Zur Mikroskopie wurde ein DMI 6000 
B Mikroskop (Leica, Wetzlar, Germany) verwendet. Wiederum dienten Zellen, welche 
ohne His6-SNAP-YFP-Gal-3 in PBS inkubiert wurden, als Kontrolle. 
3.7.2 Zellfärbung von CHO-Lec-Zellen mit His6-SNAP-YFP-Gal-3 
Zellfärbungen von CHO-Lec-Mutanten (Hong und Stanley 2003; North et al. 2010; 
Patnaik und Stanley 2006) wurden außerdem von Tobias Recker (Institut für Biochemie, 
UK Aachen, Professor Dr. Müller-Newen) durchgeführt. Dazu wurden CHO Bgl2- bzw. 
Lec2-Zellen, welche keine endständigen Sialinsäuren an N-Glykane anhängen, von Prof. 
Dr. Gerardy-Schahn (Institut für zelluläre Chemie, Medizinische Hochschule, Hannover) 
zur Verfügung gestellt. CHO-Lec 3.2.8.1 Zellen wurden von Prof. Jahnen-Dechent (Lehr- 
und Forschungsgebiet Zell- und Molekularbiologie an Grenzflächen, Helmholtz-Institut für 
biomedizinische Technik und Universitätsklinikum Aachen,) zur Verfügung gestellt und 
wie in 3.7.1 beschrieben kultiviert. 
Zur mikroskopischen Untersuchung wurden die Zellen auf Deckgläsern, welche mit poly-
L-Lysin (Fluka, Schweiz)  beschichtet wurden, über Nacht kultiviert. Anschließend 
erfolgte die Bindung von 1 µM His6-SNAP-YFP-Gal-3 in PBS für 15, 30 oder 60 min. 
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Nach zweimaligem Waschen erfolgte die Fixierung mit 3,7% Formaldehyd und die Zellen 
wurden mit Shandon-Immumount eingegossen. Die Mikroskopie erfolgte am konfokalen 
Laser-scanning Mikroskop LSM 510 (Zeiss, Jena, Deutschland). Dazu wurde das YFP bei 
514 nm angeregt und das emittierte Signal mit einem Bandpassfilter von 530-600 nm 
ausgelesen. 
3.7.3 Zelladhäsionsversuche 
Versuche zur Adhäsion unterschiedlicher Zellen auf Galektin-modifizierten Oberflächen 
wurden in Kooperation mit Sakine Simsekyilmaz (Institut für Molekulare Herz-
Kreislaufforschung, Prof. Weber und Prof. Schober, Uniklinikum Aachen) durchgeführt. 
Untersucht wurde die Anlagerung von Zellen an 
 adsorptiv an Zellkulturplastikware gebundene Galektine 
 direkt auf Star-PEG immobilisierte Galektine und an 
 Galektine, die an Star-PEG mit immobilisiertem Laminin gebunden waren. 
Die adsorptive Beschichtung an BD Cell culture ware Chamber slides (Product number 
354114) wurde in PBS-Puffer für 1 h bei 37°C durchgeführt. Dazu wurden standardmäßig 
100 µg/mL Galektin verwendet. 
Die Star-PEG-Oberflächen wurden vom Institut für Technische und Makromolekulare 
Chemie, RWTH-Aachen und DWI hergestellt. Dabei wurde entweder Galektin (1 µg/mL) 
oder Laminin in das polymerisierende Star-PEG gegeben und somit direkt in die 
Beschichtung eingearbeitet. Die Laminin-beschichteten Oberflächen wurden anschließend 
für 1 h mit den Galektinen inkubiert, so dass diese über die zuckervermittelte 
Wechselwirkung adhärieren konnten. 
Pro Kavität wurden 10000 Zellen ausgesät. Dazu wurden glatte Muskelzellen (smooth 
muscle cells, SMC), humane Endothelzellen (human vascular endothelial cells, HUVECs), 
humane endotheliale Vorläuferzellen (endothelial progenitor cells, EPCs) und THP-1 
Zellen (Monocyten) verwendet, um mögliche spezifische Effekte der unterschiedlichen 
Beschichtungen herauszustellen. SMC und endotheliale Zellen wurden mit Acutase von 
der Zellkulturschale abgelöst, THP-1 Zellen lagen in Lösung vor. Die Zellen wurden mit 
einer Neubauer-Zählkammer ausgezählt und entsprechend in dem für sie geeigneten 
Medium verdünnt. 
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Eingesetzt wurden Medien von Promocell: 
 Smooth muscle growth cell medium M2 + 0,1% Gentamycin 
 Endothelial growth medium MV + 0,1% Gentamycin 
 RPMI1640 + 10% FötalesKälberSerum 
Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37°C und 5% CO2 in den entsprechenden Medien. 
Werden keine weiteren Angaben gemacht, erfolgte die Inkubation für 16 h. 
Anschließend wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und adhärente Zellen für die 
Mikrospkopie vorbereitet, indem diese mit DAPI gefärbt und in eine Matrix eingegossen 
wurden (Vectashield mounting medium with DAPI, Vector laboratories, Burlingame, 
USA). 
Für jede Probe wurden 15 zufällig ausgewählte Punkte mikroskopiert und die Zellkerne 
ausgezählt. Standardmäßig wurden Duplikate oder Triplikate für jede Bedingung getestet. 
3.7.4 Angiogeneseversuche 
Versuche zur Wirkung des Galektins-3 auf die Angiogenese von Endothelzellen wurden 
von Stefan Weinandy (Institut für angewandte Medizintechnik, Helmholtz-Institut für 
biomedizinische Technik, Prof. Jockenhövel) durchgeführt. Dazu wurde ein 
Cokultivierungssystem eingesetzt, in welchem die Ausbildung tubulärer Strukturen in 
Abhängigkeit vom Galektin-3 untersucht wurde. Humane Vorhautfibroblasten (human 
foreskin fibroblasts, HFF) wurden als unterstützende Zellen eingesetzt. Dazu wurden diese 
aus Vorhautgewebe isoliert und in Passage acht eingesetzt. HUVEC, welche aus 
Nabelschnur isoliert wurden, dienten als gefäßbildende Zellen, welche in Passage drei 
genutzt wurden. Nach zwei Tagen Vorkultivierung der HFF (1-3 • 104 Zellen/Kavität) in 
mit Gelatine beschichteten Mikrotiterplatten wurde eine entsprechende Zellzahl von 
HUVEC gesät. Nach sieben weiteren Kultivierungstagen wurden die Zellen fixiert und 
HUVEC mit einem anti-CD31-Antikörper (CD31 = PECAM-1) gefärbt. Die Analytik 
gefäß-artiger Strukturen erfolgte mit dem Software-tool Angioquant (Niemisto et al. 2005). 
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4 Ergebnisse und Diskussion 
4.1 Glykansynthese 
Ein wichtiges Ziel der vorliegenden Arbeit war die Herstellung spezifischer Galektin-
Liganden auf Basis von Glykanstrukturen. Dazu wurden lineare poly-LacNAc-linker-tBoc-
Glykane hergestellt und diese modifiziert. Durch Variation der Glykankettenlänge und 
durch enzymatische und/oder chemische Modifikationen sollten Glykane hergestellt 
werden, die möglichst hohe Affinitäten zu den getesteten Galektinen-1C2S und -3 sowie 
optimalerweise hohe Selektivität für eins der Galektine aufweisen. 
4.1.1 Synthese linearer poly-LacNAc-linker-tBoc-Glykane 
Die Synthese linearer poly-LacNAc-linker-tBoc-Glykane erfolgte weitestgehend wie bei 
Sauerzapfe et al. und Rech et al. beschrieben (Rech et al. 2011; Sauerzapfe et al. 2009). 
Dazu wurden zwei Leloir-Glykosyltransferasen eingesetzt. Ein Fusionsprotein aus His-tag, 
dem Propeptid einer Staphylococcus hyicus Lipase zur verbesserten löslichen Expression, 
sowie der katalytischen Domäne der humanen β4-Gal-T-1 (Sauerzapfe et al. 2008b) wurde 
ebenso verwendet wie eine β3-GlcNAc-Transferase aus Helicobacter pylori (Logan et al. 
2005). Zur kostengünstigen Gewinnung von UDP-Galaktose aus UDP-Glukose wurde 
meist eine Campylobacter jejuni UDP-Glc/GlcNAc-4’-Epimerase zum Syntheseansatz 
gegeben (Bernatchez et al. 2005). Die beiden letzteren Enzyme stammen aus dem Labor 
von Dr. Wakarchuk (Institute for Biological Sciences, National Research Council of 
Canada, Ottawa). 
Da GlcNAc-linker-tBoc zu einer Substratüberschussinhibition der His6-propeptid-catβ4-
Gal-T1 führt (Sauerzapfe 2008), wurde zunächst LacNAc-linker-tBoc hergestellt und 
dieses anschließend für die Eintopf-Synthese von poly-LacNAc-linker-tBoc-Glykanen 
eingesetzt. Der Reaktionsverlauf ist schematisch in Abbildung 4.1 dargestellt. 
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Abbildung 4.1: Ablauf der poly-LacNAc-linker-tBoc-Synthese 
Dargestellt ist die Synthese von poly-LacNAc-linker-tBoc-Glykanen ausgehend von GlcNAc-linker-tBoc 
mithilfe der rekombinant hergestellten Leloir-Glykosyltransferasen His6-propeptid-cat-β4-Gal-T1 und β3-
GlcNAc-T, sowie einer UDP-Glc/GlcNAc-4’-Epimerase (Rech et al. 2011). Nach der Synthese des 
Disaccharids wird dieses als Ausgangssubstrat für die poly-LacNAc-Synthese verwendet. 
 
Die Syntheseansätze lieferten je nach Enzymaktivität, eingesetzten Substrat-
konzentrationen und Synthesedauern unterschiedliche Verteilungen der poly-LacNAc-
linker-tBoc-Glykane (Rech et al. 2011). Die HPLC-Analytik einer beispielhaften poly-
LacNAc-linker-tBoc-Synthese ist in Abbildung 4.2 dargestellt. 
Abbildung 4.2: HPLC-Chromatogramm einer poly-LacNAc-linker-tBoc-Eintopf-Synthese 
Dargestellt ist das HPLC-Chromatogramm einer Galaktose-terminierten poly-LacNAc-linker-tBoc-Eintopf-
synthese anhand des Absorptionssignals bei 254 nm über der Zeit. Die Zahlen geben die Anzahl der 
Monosaccharide nach Vergleich mit Standardglykanen an. GlcNAc-linker-tBoc ist auf einen unvollständigen 
Umsatz im ersten Reaktionsschritt zurückzuführen.  
 
Neben der poly-LacNAc-linker-tBoc-Synthese im Eintopf-Verfahren wurden Saccharide 
mit bis zu vier Monosaccharid-Einheiten auch sequentiell hergestellt (Sauerzapfe et al. 
2009). Demnach wurde jeweils nur die Verlängerung der wachsenden Saccharidkette um 
ein Monosaccharid katalysiert und die Reaktion anschließend gestoppt, bevor der nächste 
12    10    8       6       4         2          1 
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Syntheseschritt durchgeführt wurde. Dies diente dazu, diese Sacharide in größerer Menge 
zu produzieren. Für sequentielle Synthesen wurde auch His6-propeptid-catβ4-Gal-T1 aus 
E.coli Origami eingesetzt. Durch die verbesserte Bildung von Disulfidbrücken in diesem 
Stamm im Vergleich zu BL21 (DE3), wurden höhere enzymatische Aktivitäten erreicht. 
Laut persönlicher Mitteilung von Ruben Rosencrantz ist ein gekoppelter Einsatz mit der 
GlcNAc-T jedoch nicht möglich, da die Aktivität der GlcNAc-T durch die so hergestellte 
Gal-T stark reduziert werde. Dieser Aktivitätsverlust sei nicht durch Zugabe von DTT zum 
Syntheseansatz zur Herstellung reduzierender Bedingungen für die GlcNAc-T aufzuheben. 
Die Aufreinigung der linearen poly-LacNAc-linker-tBoc-Oligosaccharide erfolgte in der 
Regel mittels präparativer HPLC und manueller Fraktionierung aus Galaktose- oder 
GlcNAc-terminierten Mischungen. Dabei wurden generell Reinheiten von 95% bis 99% 
bei Ausbeuten von 50% bis 70% erreicht. Die Identifizierung aller poly-LacNAc-linker-
tBoc-Glykane wurde durch Vergleich der HPLC-Chromatogramme mit verifizierten 
Standards durchgeführt (Rech et al. 2011). 
Abbildung 4.3: Analytische HPLC-Chromatogramme unterschiedlicher poly-LacNAc-linker-tBoc-
Glykane nach Aufreinigung mittels präparativer HPLC 
Dargestellt sind HPLC-Chromatogramme unterschiedlicher poly-LacNAc-linker-tBoc-Saccharide nach 
Aufreinigung mittels präparativer HPLC. Die Absorption bei 254 nm ist über die Zeit in Minuten 
aufgetragen. Von oben nach unten sind Saccharide mit vier bis zehn Monosaccharideinheiten dargestellt. Ein 
Verschieben der Retentionszeiten mit steigender Kettenlänge hin zu kürzeren Zeiten, sowie eine Reinheit von 
mind. 95% für jedes Produkt anhand des sauberen Peaks sind zu erkennen. 
 
4.1.2 Synthese LacDiNAc-terminierter poly-LacNAc-linker-tBoc-Glykane 
In der vorliegenden Arbeit sollten möglichst affine und selektive Liganden für Galektine 
auf Basis von poly-LacNAc-linker-tBoc-Glykanen hergestellt werden. Dazu wurde 
zunächst die Möglichkeit der Synthese terminaler LacDiNAc-Einheiten untersucht. Das 
LacDiNAc-Epitop (GalNAc-β1,4-GlcNAc) ist vor allem in Parasiten wie Nematoden und 
Trematoden weit verbreitet (van Die und Cummings 2010; Wuhrer et al. 2006), wird aber 
auch in Säugerzellen beschrieben (Sasaki et al. 2011; Yan et al. 1993).  
Ergebnisse und Diskussion 
78 
LacDiNAc-terminierte Strukturen wurden in dieser Arbeit als mögliche Bindepartner für 
die Galektine hergestellt, da es Hinweise darauf gibt, dass diese als spezifische Galektin-3-
Liganden dienen könnten. Zum Beispiel zeigten Rapoport et al. eine im Vergleich zur 
LacNAc-Bindung schwach erhöhte Bindung von LacDiNAc an immobilisiertes Galektin-
3, wohingegen die Bindung an Galektin-1 stark reduziert war (Rapoport et al. 2008). 
Ebenso konnten van den Berg et al. ausschließlich Galektin-3-Bindung, jedoch keine 
Galektin-1-Bindung an LacDiNAc-Epitope nachweisen (van den Berg et al. 2004). Auch 
der Aufbau der Bindetaschen, der beiden Galektine lässt solch ein Bindeverhalten 
vermuten, da das Galektin-1 bei LacNAc-Bindung eine Wasserstoffbrücke zur C2-
Hydroxylgruppe der Galaktose ausbildet, welche durch die N-Acetylgruppe im LacDiNAc 
nicht zugänglich ist, wohingegen das Galektin-3 eine solche Bindung nicht ausbildet 
(Diehl et al. 2010; Lopez-Lucendo et al. 2004). 
Abbildung 4.4: Schematische Darstellung der Synthese von LacDiNAc-linker-tBoc und LacDiNAc-
terminierten poly-LacNAc-linker-tBoc-Sacchariden 
Die Synthese erfolgte ausgehend von einem GlcNAc-terminierten Saccharid mithilfe der Gal-T-Mutante 
Y284L, welche GalNAc von UDP-GalNAc an die terminale GlcNAc-Einheit überträgt. Zur kostengünstigen 
Synthese wurde UDP-GalNAc in situ mithilfe einer Epimerase aus UDP-GlcNAc generiert. 
 
Die Synthese von LacDiNAc-terminierten poly-LacNAc-linker-tBoc-Glykanen erfolgte 
ausgehend von den GlcNAc-terminierten poly-LacNAc-linker-tBoc-Glykanen mithilfe der 
Gal-T-Mutante Y284L, welche spezifisch GalNAc von UDP-GalNAc β1,4-glykosidisch an 
GlcNAc anbindet (Bojarova et al. 2009). Das Enzym wurde mittels Ni-NTA bei 4°C 
aufgereinigt, in Synthesepuffer umgepuffert, aufkonzentriert und mit 20% Glyzerin 
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versetzt. Durch Expression in E.coli Origami konnte wie bei der Gal-T die volumetrische 
Aktivität deutlich erhöht werden.  
Die Synthese wurde ausgehend von GlcNAc-linker-tBoc und unterschiedlichen poly-
LacNAc-linker-tBoc-Glykanen (Tri-, Penta- und Heptasaccharid-linker-tBoc) getestet 
(siehe Abbildung 4.4). In der HPLC-Analytik konnte für jedes getestete Saccharid eine 
zeitabhängige Entstehung eines Peaks nachvollzogen werden, der vor dem Substratpeak 
eluiert. Im gleichen Maße nahm der Substratpeak ab. Die Umsatzrate blieb dabei in 
Abhängigkeit von der Zuckerkettenlänge konstant (siehe Abbildung 4.5). Die Zuordnung 
des LacDiNAc-linker-tBoc sowie des LacDiNAc-terminierten Tetrasaccharids erfolgte 
mithilfe isolierter und bestätigter Standards. Die Hexa- und Octasaccharidprodukte wurden 
aufgrund der analogen HPLC-Chromatogramme zugeordnet, jedoch nicht mittels MS oder 
NMR bestätigt. Semi-präparative Synthesen von LacDiNAc-linker-tBoc und LacDiNAc-
terminiertem Tetrasaccharid wurden aus Kostengründen in Kopplung mit der UDP-
Glc/GlcNAc-4’-Epimerase durchgeführt (siehe Abbildung 4.4).  
Abbildung 4.5: HPLC-Chromatogramme der GalNAc-Terminierung unterschiedlicher 
Akzeptorsubstrate nach einer Stunde 
Die Absorption bei 254 nm ist über die Zeit in Minuten aufgetragen. Dargestellt ist der Vergleich der 
Synthesefortschritte nach einer Stunde Inkubationszeit mit der GalT-Mutante Y284L für Trisaccharid-linker-
tBoc (magenta), Pentasaccharid-linker-tBoc (blau) und Heptasaccharid-linker-tBoc (schwarz). Der jeweils 
später eluierende Peak konnte anhand von Standards dem Tri-, Penta- sowie Heptasaccharid-linker-tBoc 
zugeordnet werden. Der früher eluierende Peak wird als LacDiNAc-terminiertes Produkt angenommen. Die 
Produktbildung beträgt jeweils ca. 65%.  
 
Die längerkettigen LacDiNAc-terminierten Polysaccharide wurden im Rahmen dieser 
Arbeit zum ersten Mal in der Arbeitsgruppe Elling hergestellt. Bei der durchgeführten 
Synthese des LacDiNAc-terminierten Tetrasaccharids und Aufreinigung über präparative 
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HPLC wurden bei einer Gesamtausbeute von 54% ca. 32 mg Produkt  isoliert. Für weitere 
Untersuchungen wurden außerdem ca. 25 mg LacDiNAc-linker-tBoc synthetisiert. Die 
Reinheit beider Produkte beträgt nach HPLC-Messung mindestens 90%. Das LacDiNAc-
terminierte Tetrasaccharid wurde mittels ESI-MS und NMR-Spektroskopie (durchgeführt 
von Helena Pelantová vom Institut für Mikrobiologie, Akademie der Wissenschaften, Prag, 
Tschechische Republik) weiter charakterisiert. Beide Messmethoden verifizieren das 
Produkt (siehe Tabelle 4.1 und 8.4.1). 
 
Tabelle 4.1: : Berechnete und detektierte Masse/Ladungsverhältnisse der hergestellten LacDiNAc-
terminierten Saccharide 
Produkt 
-linker-tBoc  
Theoretische 
Molmasse [g/mol]
 
Berechnet 
[M-H]
- 
Berechnet [M-2H]
2-
 
Berechnet [M-3H]
3-
 
Gemessen 
m/z 
LacDiNAc 625,7 624,7  624,2 
LacDiNAc-terminiertes 
Tetrasaccharid 
991,0 990,0 494,5 989,2 
494,0 
 
4.1.3 Synthese modifizierter poly-LacNAc-linker-tBoc-Glykane mithilfe der 
Galaktoseoxidase 
Als weitere Methode zur Modifikation der poly-LacNAc-linker-tBoc-Glykane wurde die 
enzymatische Oxidation der C6-Hydroxylgruppe eingesetzt. Die Daten zu diesen 
Modifikationen sind weitgehend bereits im Beilstein Journal of Organic Chemistry 
publiziert (Kupper et al. 2012). Auch diese Methode basierte auf der Idee Liganden mit 
höherer Selektivität für das Galektin-3 zu erzeugen. Die C6-Hydroxylgruppe der Galaktose 
ist wichtig für die Ausbildung einer Wasserstoffbrücke in der Glykanbindetasche der 
Galektine-1 und -3 (Lobsanov et al. 1993; Seetharaman et al. 1998). Demnach führt eine 
Modifikation dieser Gruppe vermutlich zu reduzierter Galektinbindung. Wird nur die 
terminale Galaktose eines poly-LacNAc-Glykans verändert, so kann der Zucker 
wahrscheinlich nicht mehr gut durch das Galektin-1 erkannt werden, da dieses die Bindung 
an der terminalen Galaktoseeinheit gegenüber internen Galaktosen präferiert (Ahmad et al. 
2002; Di Virgilio et al. 1999; Leppänen et al. 2005; Stowell et al. 2008a; Stowell et al. 
2004). Im Gegensatz dazu bevorzugt das Galektin-3 die Bindung an poly-LacNAc-
Glykane und kann dabei auch interne Galaktoseeinheiten binden, so dass dieses Galektin 
seine Bindeeigenschaften bei terminal modifizierten poly-LacNAc-Glykanen beibehalten 
sollte (Ahmad et al. 2002; Song et al. 2009a; Stowell et al. 2008a). 
Zur Oxidation wurde eine kommerzielle Galaktoseoxidase aus Dactylium dendroides 
(Worthington, Lakewood, NJ) verwendet. Zunächst wurde getestet, ob die Galaktose-
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oxidase in der Lage ist poly-LacNAc-linker-tBoc-Strukturen als Substrat zu akzeptieren 
und ob die Reaktion spezifisch für die terminale Galaktoseeinheit ist oder auch interne 
Galaktoseeinheiten oxidiert werden. Dies wurde in einem photometrischen Aktivitätstest 
und mittels HPLC analysiert. 
Der Photometeraktivitätstest basiert auf einer Farbreaktion des Chromogens 2,2'-Azino-di-
3-ethyl-benzthiazolin-sulfonsäure (ABTS) mit Wasserstoffperoxid, welches bei der 
Oxidation von Galaktose freigesetzt wird (Werner et al. 1970). Dabei wurde die Reaktions-
geschwindigkeit im Vergleich zu β-D-Methyl-Galaktopyranosid berechnet, da dies in der 
anomeren Konformation den poly-LacNAc-Glykanen entspricht bei gleichzeitig hoher 
Aktivität (Avigad et al. 1962).  
Abbildung 4.6: Relative Aktivität der Galaktoseoxidase im Vergleich zu β-D-Methyl-Galaktopyranosid 
Alle Aktivitäten wurden photometrisch bei einer Substratkonzentration von 1 mM bestimmt. Die 
Restaktivität schwankt je nach Substrat zwischen 3% und 8%. Die im Photometertest detektierten 
Unterschiede konnten im HPLC-Test nicht bestätigt werden. 
 
Alle getesteten Galaktose-terminierten poly-LacNAc-linker-tBoc-Derivate, sowie 
LacDiNAc-linker-tBoc zeigten im photometrischen Aktivitätstest eine Restaktivität von 
3% bis 8% im Vergleich zu β-D-Methyl-Galaktopyranosid. Leichte Schwankungen, die im 
photometrischen Test detektiert wurden, konnten bei HPLC-basierten Messungen der 
Umsatzrate (siehe 4.1.3.5) nicht belegt werden, so dass davon auszugehen ist, dass diese 
im Rahmen der Messungenauigkeit liegen. GlcNAc-terminierte Zucker wurden von der 
Galaktoseoxidase nicht umgesetzt, so dass eine spezifische Modifikation der terminalen 
Galaktoseeinheit möglich ist. Dies wurde bereits in anderen Arbeiten vermutet und konnte 
für die hier untersuchten Saccharide mit dieser Studie belegt werden (Parikka et al. 2010; 
Schoevaart und Kieboom 2004). 
In der weiteren Analytik, sowohl mittels Dünnschichtchromatographie (siehe 8.3) als auch 
mittels HPLC wurde deutlich, dass bei der Oxidation nicht nur das gewünschte 6-Aldehyd, 
sondern zwei weitere Produkte entstehen. Diese konnten anhand ihrer Massen (siehe 
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Tabelle 4.2) als Galakturonsäure und α,β-ungesättigtes Aldehyd identifiziert werden 
(Parikka und Tenkanen 2009). Der Reaktionsverlauf, der zu diesen Glykanen führt, ist in 
Abbildung 4.7 dargestellt. 
 
Tabelle 4.2: Berechnete und detektierte Masse/Ladungsverhältnisse der hergestellten Saccharide nach 
Oxidationsreaktion 
Produkt 
-linker-tBoc  
Theoretische 
Molmasse [g/mol]
 
Berechnet 
[M-H]
- 
Berechnet [M-2H]
2-
 
Berechnet [M-3H]
3-
 
Gemessen 
m/z 
Disaccharid-6-Aldehyd 582,2 581,2  581,2 
Tetrasaccharid-6-
Aldehyd 
947,4 946,4  946,3 
Hexasaccharid-6-
Aldehyd 
1312,5 1311,5 655,3 655,6 
Octasaccharid-6-Aldehyd 1678,6 1677,6 838,3 838,1 
LacDiNAc-6-Aldehyd 623,25 622,25  622,3 
Tetrasaccharid-
Galakturonsäure 
+
 
963,4 962,4  962,4 
LacDiNAc-N-Acetyl-
Galakturonsäure
+
 
639,3 638,3   638,3 
Disaccharid-α,β-
ungesättigtes Aldehyd 
564,2 563,2  563,2 
Tetrasaccharid-α,β-
ungesättigtes Aldehyd 
929,3 928,3  929,3 
Hexasaccharid-α,β-
ungesättigtes Aldehyd 
1294,5 1293,5 646,3 646,4 
Octasaccharid-α,β-
ungesättigtes Aldehyd 
1660,6 1659,6 829,3 829,3 
LacDiNAc-α,β-
ungesättigtes Aldehyd 
605,2 604,2  604,2 
+
 nicht aufgereinigt, sondern aus Syntheseansatz nach HPLC-Trennung (siehe 3.4.1.1) direkt gemessen 
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Abbildung 4.7: Reaktionsschema der Galaktoseoxidase-Reaktion mit poly-LacNAc-linker-tBoc-
Glykanen und LacDiNAc-linker-tBoc (Kupper et al. 2012) 
Dargestellt ist die Reaktion der Galaktoseoxidase mit poly-LacNAc- und LacDiNAc-Derivaten zum 
entsprechenden 6-Aldehyd und weitere Oxidation zur entsprechenden Galakturonsäure. Darüber hinaus 
entsteht durch basenkatalysierte β-Elimination ein α,β-ungesättigtes Aldehyd. 
 
Die Reaktion wurde bezüglich der Aldehydbildung im Hinblick auf unterschiedliche 
Faktoren optimiert. Dazu wurden einzelne Faktoren der Synthese wie pH-Wert, Reaktions-
dauer, Hilfsenzyme und Abstoppmethode variiert. Zur Optimierung wurde hauptsächlich 
die Umsetzung von Tetrasacchrid-linker-tBoc, zum Teil aber auch von Disaccharid-linker-
tBoc betrachtet. Die unterschiedlichen Einflussfaktoren werden im Folgenden diskutiert. 
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4.1.3.1 Einfluss des pH-Wertes 
Es stellte sich heraus, dass der pH-Wert wenig Einfluss auf die Aktivität der 
Galaktoseoxidase hat. Im Bereich zwischen pH 5 und pH 8 konnte nur ein geringer Unter-
schied in der Anfangsreaktionsgeschwindigkeit detektiert werden. Ein etwas deutlicherer 
Anstieg der Umsatzrate konnte jedoch bei weiterer Erhöhung des pH-Wertes detektiert 
werden (siehe Abbildung 4.8). Dies könnte mit einer verstärkten Bildung des α,β-
ungesättigtes Aldehyds zu erklären sein, wodurch das 6-Aldo-Produkt dem thermo-
dynamischen Gleichgewicht entzogen würde. Die Bildung des α,β-ungesättigtem Aldehyds 
wird nämlich unter basischen Bedingungen gefördert, was im Verlauf der Arbeit noch im 
Detail gezeigt wird. 
Abbildung 4.8 : Umsatz des Disaccharids nach 15 min Galaktoseoxidase-Reaktion in Abhängigkeit des 
pH-Wertes in Prozent 
Aufgetragen ist der prozentuale Umsatz des Disaccharids zum Aldehyd und α,β-ungesättigtem Aldehyd nach 
15 min Reaktionsdauer bei 30°C und Abstoppen für 5 min bei 95°C. Es wird deutlich, dass der 
Anfangsumsatz nur geringfügig vom pH-Wert abhängig ist, wobei eine schwache Erhöhung des Umsatzes 
mit steigendem pH-Wert beobachtet werden kann. 
 
Des Weiteren wurde in einigen Messungen eine verstärkte Säurebildung bei pH 7 im 
Vergleich zu sowohl höheren als auch niedrigeren pH-Werten beobachtet, wie es auch 
Parrika et al. bei der Oxidation von Methyl-α-D-Galaktosid zeigten (Parikka und Tenkanen 
2009). Betrachtet man die nur geringen Änderungen des Anfangsumsatzes, die Säure-
bildung und die Bildung des α,β-ungesättigten Aldehyds, so ergibt sich insgesamt ein pH-
Wert von 5-6 als sinnvoll für die Produktion des Aldehyds. Für alle weiteren Reaktionen 
wurde pH 6 gewählt, da dieser in der Literatur als optimal beschrieben wird und bereits in 
anderen Synthesen erfolgreich eingesetzt wurde (Bülter et al. 2001; Hamilton et al. 1978; 
Namdjou et al. 2007). 
 
Ergebnisse und Diskussion 
85 
4.1.3.2 Einfluss des Hilfsenzyms 
Da Wasserstoffperoxid bekanntermaßen die Aktivität der Galaktoseoxidase inhibiert 
(Kwiatkowski et al. 1981; Mendonça und Zancan 1987), wurde die enzymatische Spaltung 
dieses Inhibitors untersucht. Katalase, Peroxidase und eine Mischung beider Enzyme 
wurden daraufhin untersucht, wie Syntheserate und Gesamtumsatz der Tetrasaccharid-
linker-tBoc-Oxidation beeinflusst werden. Dabei zeigte sich eine leicht erhöhte 
Syntheserate beim Einsatz von Peroxidase im Vergleich zu Katalase in vergleichbarer 
Aktivität. Möglicherweise sind die standardmäßig verwendeten Parameter wie pH-Wert 
und Temperatur für die Umsetzung mit Peroxidase besser geeignet als für die Katalase. 
Durch Erhöhung der eingetzten Katalasemenge konnte die Umsatzrate wiederum auf die 
Geschwindigkeit, welche mit Peroxidase erreicht wurde, erhöht werden. Diese Daten 
liefern Hinweise auf eine aktivitätssteigernde Wirkung der Peroxidase für die Galaktose-
oxidase, wie sie bereits in der Literatur beschrieben ist (Parikka und Tenkanen 2009; Radin 
und Evangelatos 1981; Tressel und Kosman 1980). Fraglich bleibt das genaue Funktions-
prinzip der Peroxidase, da die klassischen Akzeptorsubstrate wie phenolische 
Verbindungen im Syntheseansatz fehlen. Oxidationsansätze, denen weder Katalase noch 
Peroxidase zugesetzt wurde, zeigten keine vollständige Oxidation nach 24 h, was 
wiederum die Inhibitionswirkung des Wasserstoffperoxids belegt. 
4.1.3.3 Einfluss der Synthesedauer 
Nach einer Synthesezeit von 5,5 h wurde bei den Testansätzen ein vollständiger Umsatz 
des Tetrasaccharid-linker-tBocs beobachtet. Zum Teil wurde nach 24 h eine verstärkte 
Säurebildung detektiert, so dass die Syntheseansätze standardmäßig nach 5,5 h abgestoppt 
wurden. Die Säurebildung war jedoch in vielen Syntheseansätzen auch weniger stark 
ausgeprägt und zeigte insgesamt inkonsistente Ergebnisse. In der Literatur wird die 
Säurebildung kontrovers diskutiert und zeigt stark schwankende Resultate in 
unterschiedlichen Untersuchungen. Je nach Synthesebedingungen wurden Säureumsätze 
zwischen 0% und 100% beschrieben (Basu et al. 2000; Bülter et al. 2001; Matsumura et al. 
1988; Parikka und Tenkanen 2009). Parrika und Tenkanen postulierten einen 
Zusammenhang zwischen der Galaktoseoxidase-Reinheit und der Säurebildung (Parikka 
und Tenkanen 2009) und machen somit Verunreinigungen für den zweiten Oxidations-
schritt verantwortlich. Zum Teil wird auch von einer chemisch katalysierten Oxidation 
durch freies Wasserstoffperoxid ausgegangen, welche jedoch theoretisch durch Katalase 
bzw. Peroxidase verhindert werden sollte.  
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4.1.3.4 Einfluss des Abstoppens 
Beim Abstoppen der Syntheseansätze durch Erhitzen entsteht das α,β-ungesättigte Aldehyd 
(siehe Abbildung 4.7). Zur Produktion des Aldehyds ist dies unerwünscht, so dass 
Aldehyd-Syntheseansätze deshalb durch Abtrennung des Enzyms mittels Ultrafiltration 
gestoppt wurden. Die basenkatalysierte β-Eliminations-Reaktion wird im Folgenden 
genauer untersucht (siehe 4.1.3.6).  
4.1.3.5 Synthese der Aldehyde 
Analytische Syntheseansätze ausgehend von unterschiedlichen poly-LacNAc-linker-tBoc-
Oligomeren, sowie semi-präparative Synthesen ausgehend vom Di-, Tetra- und Hexa-
saccharid-linker-tBoc wurden unter den zuvor optimierten Bedingungen durchgeführt. 
Lediglich das Stoppen der Reaktion wurde durch 3-minütiges Erhitzen erreicht, da die 
analysierten Mengen nicht zur Ultrafiltration ausreichten. Die Synthesen zeigen dabei 
generell vergleichbare Verläufe der Produktbildung (siehe Abbildung 4.9 und Tabelle 4.3 
sowie Tabelle 4.4). 
Abbildung 4.9: Verlauf der Oxidation am Beispiel des Octasaccharid-linker-tBoc 
■ - Octasaccharid-linker-tBoc, ● - 6-Aldehyd, x - α,β-ungesättigtes Aldehyd und ▲ - Säure des Octa-
saccharid-linker-tBoc 
Dargestellt sind die prozentualen Zusammensetzungen des Oxidationsansatzes des Octasaccharid-linker-tBoc 
zu unterschiedlichen Inkubationszeiten nach Abstoppen für 3 min bei 95°C.  
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Tabelle 4.3: Prozentuale Zusammensetzung der Oxidationsansätze unterschiedlicher poly-LacNAc-
linker-tBoc-Glykane nach 10 min 
Es sind generell sehr ähnliche Verteilungen der Produkzusammensetzungen zu beobachten, was auf 
vergleichbare Syntheseraten hindeutet 
 Substrat [%] 6-Aldehyd [%] Galakturonsäure 
[%] 
α,β-ungesättigtes 
Aldehyd [%] 
LacNAc 80,1 14,9 0,0 5,1 
Tetra 85,1 14,5 0,0 0,4 
Hexa 83,9 15,4 0,0 0,8 
Octa 87,2 11,9 0,0 0,8 
 
 
Tabelle 4.4: Prozentuale Zusammensetzung der Oxidationsansätze unterschiedlicher poly-LacNAc-
linker-tBoc-Glykane nach 24 h 
Nach 24 h Reaktionsdauer sind generell sehr ähnliche Verteilungen der Produkzusammensetzungen zu 
beobachten, was auf vergleichbare Syntheseraten hindeutet. Lediglich beim Disaccharid wurden ca. 10% 
nicht umgesetzt. 
 Substrat [%] 6-Aldehyd [%] Galakturonsäure 
[%] 
α,β-ungesättigtes 
Aldehyd [%] 
LacNAc 9,4 83,6 2,4 4,7 
Tetra 0,0 94,9 0,0 5,1 
Hexa 0,0 94,2 1,1 4,6 
Octa 0,0 92,3 0,0 7,7 
 
Die Produkte (Di-, Tetra- und Hexasaccharid-6-Aldehyd) wurden mittels präparativer 
HPLC aufgereinigt und durch ESI-MS bestätigt (siehe Tabelle 4.2). Die Ausbeute der 
aufgereinigten Produkte betrug zwischen 35% und 55%. 10 mg bis 20 mg der Produkte 
wurden für die Produktcharakterisierung, Bindestudien mit Galektinen und weitere 
Synthesen aufgereinigt. Semi-präparative Synthesen wurden zum Teil auch direkt aus den 
Syntheseansätzen (ohne Aufreinigung des Produktes) weitergeführt. Die Di- und Tetra-
saccharidproben wurden mittels 
1
H- und 
13
C-NMR charakterisiert (siehe 8.4.2). Die NMR-
Messungen und Auswertungen wurden von Helena Pelantová (Institut für Mikrobiologie, 
Akademie der Wissenschaften, Prag, Tschechische Republik) durchgeführt.  
Die 6-Aldehyde von LacDiNAc-linker-tBoc sowie vom Octasaccharid-linker-tBoc wurden 
im analytischen Maßstab produziert, aufgereinigt und anschließend mittels ESI-MS 
analysiert (siehe Tabelle 4.2). 
4.1.3.6 Basenkatalysierte β-Elimination der 6-Aldehyde 
Die Entstehung des α,β-ungesättigtes Aldehyds ausgehend vom Oxidationsprodukt wurde 
detailliert untersucht. Zunächst wurde die Fragestellung erörtert, ob die Umsetzung 
enzymatisch oder chemisch katalysiert ist. Dazu wurde eine Produktmischung nach 
Abstoppen eines Tetrasaccharid-Oxidationsansatzes (88% 6-Aldehyd, 10% Galakturon-
Säure und 2% α,β-ungesättigtes Aldehyd) ohne Enzym bei unterschiedlichen Bedingungen 
inkubiert. Diese Versuche wurden von Stephan Thönes während eines Forschungs-
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praktikums durchgeführt. Dabei stellte sich heraus, dass die Umsetzung des Aldehyds zum 
entsprechenden α,β-ungesättigten Aldehyd bei hohen Temperaturen geschieht und durch 
basische pH-Werte katalysiert wird (siehe Abbildung 4.10). Dazu ist keine enzymatische 
Umsetzung erforderlich. Ähnliche Umsetzungen wurden bereits für andere Glykane, wie 
α,β-Galaktoside, Laktose oder Raffinose beschrieben (Ohrui et al. 1987; Parikka und 
Tenkanen 2009; Schoevaart und Kieboom 2004). 
Abbildung 4.10: Umsetzung des Aldehyds zum α,β-ungesättigten Aldehyd durch Hitze 
A: Umsetzung des Aldehyds zum α,β-ungesättigten Aldehyd bei unterschiedlichen Temperaturen für 
unterschiedliche Zeiträume. Alle Ansätze wurden bei pH 6 inkubiert. 
B: Umsetzung des Aldehyds zum α,β-ungesättigten Aldehyd in Abhängigkeit vom pH-Wert bei einer 
Inkubationszeit von 10 min bei 95°C. 
 
Der Verlauf dieser chemischen Umsetzung wurde genauer analysiert. Dazu wurde sowohl 
das aufgereinigte Disaccharid-linker-tBoc-Aldehyd als auch das entsprechende Tetra-
saccharid-Produkt bei 95°C bei pH 6 und pH 9 inkubiert. In der HPLC-Analytik wird 
deutlich, dass eine hohe Menge unterschiedlicher Nebenprodukte gebildet wird (siehe 
Abbildung 4.11). Schoevaart et al. gehen von der Bildung von über 30 Nebenprodukten 
unter Hitzeeinwirkung bei alkalischem pH aus (Schoevaart und Kieboom 2001). Daher 
wurden die Nebenprodukte nicht weiter analysiert.  
Abbildung 4.11: HPLC-Chromatogramme des Umsatzes des Disaccharid-linker-tBoc-Aldehyds bei 
Hitze 
Der Umsatz des Disaccharid-linker-tBoc-Aldehyds (27,4 min) zum entsprechenden α,β-ungesättigten 
Aldehyd (44,2 min) und verschiedenen Nebenprodukten (um 5 min, 32,8 min und 37,2 min) nach 2, 15 und 
120 min bei 95°C und pH 9 wird von oben nach unten gezeigt. 
A      B 
 95°C      95°C       95°C        30°C       60°C 
10 min   30 min    60 min     60 min     60 min  
 pH 5       pH 6       pH 7       pH 8       pH 9 
 
2 min 
15 min 
120 min 
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Die Kurvenverläufe der β-Elimination für beide Produkte sind quasi identisch, so dass hier 
nur die Verläufe des Tetrasaccharids gezeigt werden (siehe Abbildung 4.12). Erneut zeigt 
sich die starke katalytische Wirkung des erhöhten pH-Wertes. Außerdem wird deutlich, 
dass im Hinblick auf eine Synthese des α,β-ungesättigten Aldehyds eine Inkubation von 
15 min bis 20 min bei pH 9 optimal ist (siehe Abbildung 4.12 B). 
 
Abbildung 4.12: Chemisch katalysierter Umsatz des Tetrasaccharid-linker-tBoc-Aldehyds bei Hitze 
Umsatz des Tetrasaccharid-linker-tBoc-Aldehyds (■) zum entsprechenden α,β ungesättigten Aldehyd (▲) 
und undefinierten Nebenprodukten (●) bei 95°C und pH 6 (A) bzw. pH 9 (B). Prozentuale Anteile sind über 
die Flächen im HPLC-Chromatogramm berechnet. Es werden Einzelmessungen zweier unabhängiger 
Versuche gezeigt. 
 
Semi-präparative Synthesen der α,β-ungesättigten Aldehyde des Di- und Tetrasaccharids 
wurden unter diesen optimierten Bedingungen bei pH 9 für 15 min bei 95°C durchgeführt 
und die Produkte mithilfe präparativer HPLC isoliert. Ausgehend vom Aldehyd konnten 
nach chemischer Umsetzung und Aufreinigung mindestens 40% Produkt gewonnen 
werden. Ca. 15 mg des Tetrasaccharidprodukts und 8 mg des Disaccharidprodukts wurden 
für weitere Anwendungen bereitgestellt. Das α,β-ungesättigte Aldehyd des Hexasaccharids 
wurde im kleineren Maßstab von ca. 2 mg hergestellt. Anschließend wurden die Produkte 
mittels ESI-MS charakterisiert (siehe Tabelle 4.2). Die Di- und Tetrasaccharid-Produkte 
wurden außerdem von Helena Pelantová (Institut für Mikrobiologie, Akademie der 
Wissenschaften, Prag, Tschechische Republik) mittels 
1
H- und 
13
C-NMR-Spektroskopie 
analysiert. Dies belegt die Identität der neuartigen Glykanstrukturen (siehe 8.4.3). 
Das α,β-ungesättigte Aldehyd des LacDiNAc-linker-tBoc und des Octasaccharid-linker-
tBoc wurden unter den gleichen Bedingungen (siehe 3.4.5.1) im analytischen Maßstab 
hergestellt und mittels ESI-MS nachgewiesen (siehe Tabelle 4.2). Bei dem α,β-
ungesättigten Aldehyd des LacDiNAc-linker-tBoc handelt es sich meinem Wissen nach um 
die erste Identifizierung eines solchen Produkts. 
 
A         B 
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4.1.3.7 Biotinylierung der 6-Aldehyd-Position 
Die mittels Galaktoseoxidase eingefügte 6-Aldehydgruppe der poly-LacNAc-linker-tBoc-
Oligomere wurde verwendet, um weitere Modifikationen einzufügen. Mit Hilfe von 
(+)-Biotinamidohexanonsäure-hydrazid (BACH) wurde Biotin an das Molekül angehängt. 
Dadurch wird zum einem eine sterische Hinderung möglicher Protein-Glykan-Wechsel-
wirkungen erreicht, zum anderen eignet sich die Markierung auch zum Nachweis des 
Glykans zum Beispiel nach Immobilisierung auf einer Oberfläche. Die Reaktion verläuft 
über die Kopplung des Hydrazids an die freie Aldehydgruppe unter Ausbildung einer 
Hydrazonbindung und anschließender Reduktion mit NaCNBH3 zur Hydrazinbindung 
(siehe Abbildung 4.13).  
Abbildung 4.13: Schematische Darstellung der 6-Biotinylierung von poly-LacNAc-linker-tBoc-
Glykanen 
Dargestellt ist die chemische Reaktion eines poly-LacNAc-linker-tBoc-Saccharids, welches an der 
terminalen Galaktose eine Aldehydfunktion trägt, mit BACH. Das entstehende Hydrazon wird mit NaCNBH3 
zum Hydrazin reduziert, wodurch die Bindung stabilisiert wird. 
 
Die drei getesteten Substrate zeigten bei der Umsetzung mit BACH vergleichbare 
Syntheseraten, die jeweils zu 80% bis 85% Gesamtumsatz nach 24 h führten (siehe 
Abbildung 4.14), wobei durch eine Verlängerung der Synthesezeit keine weitere 
Verbesserung des Umsatzes zu erreichen war. Ein Nebenprodukt mit ca. 3% bis 9% Anteil 
an der Zusammensetzung konnte in einigen Proben detektiert werden. 
Ergebnisse und Diskussion 
91 
Abbildung 4.14: Umsatz der 6-Aldehyde mit BACH 
Dargestellt sind die prozentualen Umsätze des 6-Aldo-Disaccharid- (rot), 6-Aldo-Tetrasaccharid- (grün) und 
6-Aldo-Hexasaccharid-linker-tBoc (schwarz) (■) zum entsprechenden Biotin-Hydrazon (●) zu 
unterschiedlichen Zeitpunkten. Die Anteile wurden anhand des Integrals bei 254 nm berechnet, wobei die 
Summe beider Produkte gleich 100% gesetzt wurde. 
 
Auch die Reduktion verlief bei allen Substraten in etwa gleich schnell und erreichte bis zu 
100% Umsatz nach 24 h (siehe beispielhaft für das Tetrasaccharidprodukt in Abbildung 
4.15). 
Abbildung 4.15: Umsatz des Tetrasaccharid-Biotin-Hydrazons mit NaCNBH3 zur Hydrazin-
verbindung 
Dargestellt ist der Umsatz des Tetrasaccharid-Biotin-Hydrazons (●) zur Hydrazinverbindung (▲) durch 
Reduktion mit NaCNBH3 nach unterschiedlichen Inkubationszeiten bei -20°C. Die Anteile wurden anhand 
des Integrals bei 254 nm berechnet, wobei die Summe von Edukt und Produkt gleich 100% gesetzt wurde. 
 
Die biotinylierten Produkte wurden mit Ausbeuten zwischen 32% und 72% (ausgehend 
vom Aldehyd) mittels präparativer HPLC aufgereinigt und mittels ESI-MS bestätigt (siehe 
Tabelle 4.5). Insgesamt wurden ca. 8 mg bis 10 mg der Di- und Hexasaccharidderivate, 
sowie 33 mg des biotinylierten Tetrasaccharids hergestellt. Für die Di- und Tetrasaccharid-
produkte wurden erneut 
1
H- und 
13
C-NMR-Spektren gemessen und analysiert, wodurch die 
Identität der Moleküle bestätigt wurde (siehe 8.4.4). Dies wurde wiederum von Helena 
Pelantová (Institut für Mikrobiologie, Akademie der Wissenschaften, Prag, Tschechische 
Republik) durchgeführt. 
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Tabelle 4.5: Berechnete und detektierte Masse/Ladungsverhältnisse der durch Biotinylierung 
hergestellten Saccharide 
Produkt 
-linker-tBoc 
Theoretische 
Molmasse [g/mol]
 
Berechnet 
[M-H]
- 
Berechnet [M-2H]
2-
 
Berechnet [M-3H]
3-
 
Gemessen 
m/z 
Disaccharid-Biotin 
(Hydrazin) 
937,4 936,4  936,5 
Tetrasaccharid-Biotin 
(Hydrazin) 
1302,6 1301,6 650,3 650,5 
Hexasaccharid-Biotin 
(Hydrazin) 
1667,7 1666,7 832,9 833,2 
 
4.1.3.8 Weitere enzymatische Umsetzung 
Für die Synthese weiterer interessanter poly-LacNAc-linker-tBoc-Oligosaccharide wurde 
die Frage erörtert, ob die terminal modifizierten poly-LacNAc-linker-tBoc-Derivate als 
Substrate zur weiteren Verlängerung mit Glykosyltransferasen genutzt werden können.  
Abbildung 4.16: Enzymatische Umsetzung der terminal modifizierten poly-LacNAc-linker-tBoc-
Saccharide 
Umsetzung von Di- und Tetrasaccharidderivaten mit terminalem Aldehyd und terminaler Biotinylierung 
durch die Enzyme β3GlcNAc-T, sowie α3Gal-T. 
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Dazu wurden Synthesen ausgehend von den Di- und Tetrasaccharid-Derivaten mit 
terminaler 6-Aldofunktion, α,β-ungesättigtem Aldehyd und biotinylierter Galaktose mit der 
β3GlcNAc-T und der MBP-His6-α3Gal-T (Galili-Enzym, zur Verfügung gestellt von 
Ruben Rosencrantz) untersucht. Es zeigte sich, dass Substrate mit terminalem 6-Aldehyd 
und mit Biotinylierung mit beiden Enzymen umgesetzt wurden (siehe Abbildung 4.16 und 
Abbildung 4.17).  
Die Reaktionsgeschwindigkeit ist dabei im Vergleich zu unmodifizierten Sacchariden 
jedoch leicht verringert, was an den reduzierten Umsätzen nach 23 h zu erkennen ist (siehe 
Abbildung 4.17 für Disaccharid-Derivate). Dabei wird deutlich, dass mit der gleichen 
Enzymmenge ein vollständiger Umsatz des Disaccharids mithilfe der GlcNAc-T erreicht 
wird, wohingegen bei den modifizierten Sacchariden 1% bis 8% Restsubstrat noch nicht 
umgesetzt sind. Beim Galili-Enzym wird für das Disaccharid ein Umsatz von 75% erreicht, 
beim 6-Aldehyd jedoch nur ein Umsatz von 22% und beim biotinylierten Saccharid ein 
Umsatz von 40% (siehe Abbildung 4.17). Diese Werte liefern Hinweise auf die reduzierte 
Umsatzgeschwindigkeit der Enzyme mit modifizierten Sacchariden. Substrate mit einem 
terminalen α,β ungesättigtem Aldehyd wurden jedoch von keinem der getesteten Enzyme 
umgesetzt.  
Abbildung 4.17: HPLC-Analyse der enzymatischen Verlängerung modifizierter Disaccharide 
Dargestellt sind HPLC-Chromatogramme der Umsetzung von LacNAc-linker-tBoc (Kontrolle, 1. Spalte), 6-
Aldehyd (2. Spalte), 6-biotinyliertem Produkt (3. Spalte) und α,β ungesättigtem Aldehyd (4. Spalte) des 
Disaccharids nach 23 h mit β3-GlcNAc-T (2. Zeile, blau) und MBP-His6-α3Gal-T (3. Zeile, magenta). In der 
ersten Zeile ist zum Vergleich der jeweilige Syntheseansatz nach 0 h gezeigt. 
 
Ausgehend vom Disaccharid-Aldehyd wurde getestet, inwieweit sich durch weitere 
enzymatische Schritte längerkettige modifizierte poly-LacNAc-linker-tBoc-Saccharide 
herstellen lassen. Dazu wurde das Trisaccharid-Produkt nach GlcNAc-T-Verlängerung des 
Disaccharid-6-Aldehyds im analytischen Maßstab aufgereinigt und mittels ESI-MS 
charakterisiert (siehe Tabelle 4.7). Anschließend wurde ein weiterer Verlängerungsschritt 
mithilfe der His6-propeptid-cat-β4-Gal-T1 durchgeführt und eine weitere Oxidation der 
terminalen Galaktose angeschlossen (siehe Abbildung 4.18). Die Produkte wurden im 
       Kontrolle, LacNAc       6-Aldehyd              biotinyliertes LacNAc       α,β-ungesättigtes Aldehyd 
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analytischen Maßstab hergestellt und für die ESI-MS-Analytik aufgereinigt. Alle Produkte 
weisen das korrekte Masse/Ladungs-Verhältnis auf (siehe Tabelle 4.7). 
Abbildung 4.18: Schematische Darstellung der enzymatischen Verlängerung und Modifikation des 
Trisaccharid-Aldehyds 
Dargestellt ist die Umsetzung von einem intern modifizierten Trisaccharid (entstanden durch Verlängerung 
des Disaccharid-6-Aldehyd mit der β3-GlcNAc-T) mithilfe der His6-propeptid-cat-β4-Gal-T1 zu einem intern 
modifizierten Tetrasaccharid. Dieses kann anschließend wiederum an der terminalen Galaktose oxidiert 
werden. 
 
Tabelle 4.6: Berechnete und detektierte Masse/Ladungsverhältnisse der hergestellten, intern oxidierten 
Saccharide 
Produkt 
-linker-tBoc  
Theoretische 
Molmasse [g/mol]
 
Berechnet 
[M-H]
- 
Berechnet [M-2H]
2-
 
Berechnet [M-3H]
3-
 
Gemessen 
m/z 
Trisaccharid mit internem 
6-Aldehyd 
785,3 784,3  784,3 
Tetrasaccharid mit 
internem 6-Aldehyd 
947,4 946,4  946,3 
Tetrasaccharid mit zwei 
6-Aldehydgruppen 
945,3 944,3 471,7 944,4 
471,8 
 
Außerdem wurde gezeigt, dass ein intern mit einer 6-Aldehydgruppe modifiziertes 
Trisaccharid mithilfe des Biotinylierungsreagenzes BACH modifiziert werden kann. Somit 
ergibt sich neben der enzymatischen Verlängerung eines biotinylierten Saccharids eine 
zweite Syntheseroute ausgehend vom Aldehyd (siehe Abbildung 4.19). Dieser Versuch 
belegt die Zugänglichkeit der internen Aldehydgruppe für chemische Modifikationen nach 
Verlängerung des Saccharids. Die Syntheserouten wurden mittels HPLC (siehe Abbildung 
4.20) und ESI-MS (siehe Tabelle 4.7) überprüft. 
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Abbildung 4.19: Schematische Darstellung der Synthese intern modifizierter poly-LacNAc-
Oligosaccharide auf zwei unterschiedlichen Syntheserouten 
Dargestellt ist die Synthese ausgehend von einer Verlängerung des Aldehyd-modifizierten Glykans und 
anschließender chemischer Modifikation des innen liegenden Aldehyds, sowie eine Synthese ausgehend vom 
terminalen Aldehyd, welches zunächst chemisch modifiziert wird und anschließend mithilfe der β3-
GlcNAc-T enzymatisch verlängert wird. 
 
Abbildung 4.20: HPLC-Chromatogramme der Umsetzung des Trisaccharid-Aldehyds mit BACH 
Im oberen Chromatogramm ist Trisaccharid-6-Aldehyd (Retentionszeit ca. 24,9 min) zu erkennen. Dieses 
wird -wie im mittleren Chromatogramm zu erkennen ist- mit BACH (bei 254 nm nicht sichtbar) zu einem 
Biotin-Hydrazon-Produkt (Retentionszeit ca. 30,5 min) umgesetzt. Im unteren Chromatogramm wird zum 
Vergleich das biotinylierte Trisaccharid gezeigt (Retentionszeit ca. 30,2 min), welches durch enzymatische 
Verlängerung des Disaccharid-Biotins entstand. Der leichte Retentionszeitenunterschied zwischen den beiden 
biotinylierten Produkten ist damit zu erklären, dass im mittleren Chromatogramm ein Hydrazon-Produkt und 
im unteren ein Hydrazin-Produkt dargestellt sind. 
 
Anhand dieses Beispiels konnte gezeigt werden, dass durch Kopplung der enzymatischen 
Verlängerung und der enzymatischen Oxidation unterschiedliche poly-LacNAc-Oligo-
saccharid-Derivate hergestellt werden können. Diese können spezifisch an 
unterschiedlichen Stellen innerhalb und/oder am nicht-reduzierenden Terminus modifiziert 
werden. Durch unterschiedliche Verknüpfungen dieser enzymatischen und chemischen 
Syntheseschritte wird eine Vielzahl neuer Glykane zugänglich. Diese könnten für Binde-
studien eingesetzt werden und als Liganden Anwendung finden. 
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Tabelle 4.7: Berechnete und detektierte Masse/Ladungsverhältnisse der hergestellten, intern 
biotinylierten Saccharide 
Produkt 
-linker-tBoc  
Theoretische 
Molmasse [g/mol]
 
Berechnet 
[M-H]
- 
Berechnet [M-2H]
2-
 
Berechnet [M-3H]
3-
 
Gemessen 
m/z 
Trisaccharid mit internem 
Biotin (Hydrazon) 
1139,3 1138,3 568,7 568,5 
1139,0 
Trisaccharid mit internem 
Biotin (Hydrazin)
*
 
1140,5 1139,5 569,3 569,4 
1140,0 
*
 durch GlcNAc-T-Verlängerung des Disaccharid-Biotin (Hydrazin) entstanden (siehe 3.4.5.3) 
 
4.1.3.9 Chemisch verzweigte poly-LacNAc-linker-tBoc-Glykane 
Als weitere Modifizierung der durch Galaktoseoxidase-Behandlung entstandenen 
Aldehydgruppe wurde ein entschützter Zucker an diese Position gekoppelt. Dadurch 
entstehen chemich verzweigte poly-LacNAc-linker-tBoc-Glykane. Die entstehenden 
Glykane haben Ähnlichkeit mit dem I-Antigen und könnten als Analoga für diese 
natürliche Struktur verwendet werden (Twu et al. 2009; Yu und Lin 2011). Außerdem 
könnte durch die Verzweigung/Multivalenz die Affinität zu Lektinen erhöht werden, 
wodurch diese Glykanstrukturen interessante Liganden/Inhibitoren darstellen (Andre et al. 
2010; Dam et al. 2005). 
Abbildung 4.21: Schematische Darstellung der Kopplung eines entschützten poly-LacNAc-linker-NH2 
an Aldehyd-modifizierte Zucker 
Nach der spontanen Reaktion von Aldehyd und Aminogruppe zur Schiff`schen Base wird diese mit 
Picolinboran reduziert, wodurch eine stabile Bindung auftritt. Es entstehen komplexe, chemisch verzweigte 
Zuckerstrukturen. 
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Beispielhaft wurde entschütztes Heptasaccharid-linker-NH2 an Disaccharid-6-Aldehyd und 
intern 6-Aldo-funktionalisiertes Tetrasaccharid gekoppelt (siehe Abbildung 4.21). Die 
reduktive Aminierung wurde in einem Methanol-Wasser-Gemisch mithilfe von Picolin-
boran nach einem Protokoll von Ruben Rosencrantz durchgeführt. Die Synthese lief bei 
60°C ab. 
Die Analytik der Umsetzung erfolgte mittels HPLC. Einzelne Substrate und Produkte 
wurden anhand verifizierter Standards aufgrund ihrer Retentionszeiten zugeordnet. Die 
neuen Produkte wurden mittels ESI-MS identifiziert (siehe Tabelle 4.8). Unter diesen 
Bedingungen entstehen neben den gewünschten Produkten auch Nebenprodukte (siehe 
Abbildung 4.22, beispielhaft für die Reaktion des Disaccharid-6-Aldehyd), was unter 
anderem mit der Bildung von α,β-ungesättigten Aldehyden bei erhöhter Temperatur zu 
erklären ist. Dadurch liegt der Umsatz nur bei ca. 20%. Ähnliche Glykanstrukturen wurden 
bereits von Rodriquez et al. hergestellt, wobei die Kopplung jedoch ausschließlich an einer 
terminalen modifizierten Zuckereinheit durchgeführt wurde, also keine Verzweigung 
stattfand (Rodriguez et al. 1997).  
Abbildung 4.22: HPLC-Chromatogramm der Reaktion von Disaccharid-6-Aldehyd mit entschütztem 
Heptasaccharid-linker-NH2 nach 19 h 
Die Absorption bei 254 nm ist über der Zeit in Minuten aufgetragen. Das entschützte Heptasaccharid 
(Retentionszeit ca. 4 min) reagiert mit dem Disaccharid-Aldehyd (Retentionszeit ca. 26 min, nicht eindeutig 
zu erkennen) zum verzweigten Produkt (Retentionszeit ca. 17,5 min) und unterschiedlichen Nebenprodukten, 
wie zum Beispiel dem α,β-ungesättigeten Disaccharid-Aldehyd (Retentionszeit ca. 39,5 min). 
 
 
Tabelle 4.8: Berechnete und detektierte Masse/Ladungsverhältnisse der hergestellten, chemisch 
verzweigten Saccharide 
Produkt  Theoretische 
Molmasse [g/mol]
 
Berechnet 
[M-H]
- 
Berechnet [M-2H]
2-
 
Berechnet [M-3H]
3-
 
Gemessen 
m/z 
Verzweigungsprodukt 
aus Di- und 
Heptasaccharid  
1983,8 1982,8 990,9 991,5  
Verzweigungsprodukt 
aus Tetra- und 
Heptasaccharid  
2348,9 2347,9 1173,4 
782,0 
1174,4  
782,3 
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4.1.4 Synthese von Glykanen mit Biotinylierung am Linker 
Zur Untersuchung von Galektin-Glykan-Bindeereignissen wurden einige Zucker von Anna 
Eisele während ihrer Diplomarbeit chemisch am Linker mit einem Biotin versetzt. Dazu 
wurde NHS-PEG-Biotin eingesetzt, um das NHS an die freie Aminogruppe zu koppeln. 
Der PEG-Linker diente sowohl der besseren Löslichkeit und somit Handhabung der 
Reaktion in wässrigen Lösemitteln, sowie einer Abstandsverlängerung zwischen Glykan 
und Biotin, um mögliche Streptavidinbindungen sterisch zu erleichtern. Die Reaktion 
erfolgte nach folgendem Schema: 
Abbildung 4.23: Schematische Darstellung der Biotinylierungsreaktion am Linker von Tetra-
saccharidlinker-NH2-Derivaten 
Dargestellt ist die chemische Reaktion von entschützten poly-LacNAc-linker-NH2-Derivaten mit NHS-PEG-
Biotin. 
 
Die Synthese wurde mittels HPLC kontrolliert und zeigte sehr hohe Synthesegeschwindig-
keiten. Bereits kurz nach Mischung der beiden Substanzen konnte eine deutliche Menge 
des Produkts nachgewiesen werden und nach weniger als 3 h war der Umsatz vollständig 
erreicht. Das entschützte Tetrasaccharid-linker-NH2 lieferte dabei ein Produkt mit guter 
Reinheit von ca. 80% (siehe Abbildung 4.24), wohingegen das entschützte α,β-ungesättigte 
Aldehyd, vermutlich aufgrund der bereits im entschützten Zucker enthaltenen 
Verunreinigungen, mehr Nebenprodukte bildete (siehe Abbildung 4.25). Die Substanzen 
wurden mithilfe der analytischen HPLC aufgereinigt und die Massen mittels ESI-MS 
verifiziert (siehe Tabelle 4.9). 
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Abbildung 4.24: HPLC-Chromatogramm der Biotinylierung am Linker eines Tetrasaccharids  
Das Absorptionssignal bei 254 nm wurde gegen die Zeit in Minuten aufgetragen. Im oberen Chromatogramm 
ist der Syntheseansatz nach wenigen Minuten gezeigt. Neben dem Produkt (bei ca. 11 min) ist noch ein Rest 
des entschützten Zuckers (bei ca. 2 min Retentionszeit) zu erkennen. Nach 3 h ist vollständiger Umsatz 
erreicht. 
 
Abbildung 4.25: HPLC-Chromatogramm der Biotinylierung am Linker eines α,β-ungesättigten 
Aldehyds des Tetrasaccharids 
Die Absorption bei 254 nm ist gegen die Retentionszeit in Minuten aufgetragen. Im oberen Chromatogramm 
ist der Syntheseansatz nach wenigen Minuten gezeigt. Neben dem Produkt (bei ca. 14 min) ist noch ein Rest 
des entschützten Zuckers (bei ca. 2 min Retentionszeit) zu erkennen. Außerdem werden einige 
Verunreinigungen abgetrennt. Nach 3 h ist der entschützte Zucker vollständig zum gewünschten Produkt und 
weiteren Nebenprodukten umgesetzt. 
 
 
Tabelle 4.9: Berechnete und detektierte Masse/Ladungsverhältnisse der hergestellten, am Linker 
biotinylierten Saccharide 
Produkt  Theoretische 
Molmasse [g/mol]
 
Berechnet 
[M-H]
- 
Berechnet [M-2H]
2-
 
Berechnet [M-3H]
3-
 
Gemessen 
m/z 
Tetrasaccharid am Linker 
biotinyliert 
1323,4 1322,4 660,7 1323,0 
660,6 
Tetrasaccharid-α,β-
ungesättigtes Aldehyd am 
Linker biotinyliert 
1303,4 1302,4 650,7 650,6 
 
Um die Hypothese, dass bereits nach dem Entschützen bzw. dem darauffolgenden 
Einrotieren/ Aufkonzentrieren des Tetrasaccharid-α,β-ungesättigten Aldehyds 
unterschiedliche Nebenprodukte vorlagen, wurde eine CE-Analytik durchgeführt. Es wäre 
möglich, dass die Nebenprodukte alle eine freie Aminogruppe am Linker tragen und 
deshalb trotz der Unterschiede in der Glykaneinheit mittels der verwendeten HPLC-
Methode nicht voneinander getrennt werden können. Nach Bindung des NHS-Biotins 
könnten die verschiedenen Produkte in der HPLC voneinander getrennt werden. Die CE 
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zeigte für das entschützte Tetrasaccharid einen recht sauberen Peak, wohingegen für das 
entschützte α,β-ungesättigte Aldehyd mehrere Peaks zu erkennen waren, welche auf 
unterschiedliche Nebenprodukte hindeuten (siehe Abbildung 4.26). Laut Massen-
spektrometrie handelt es sich dabei unter anderem um das Trisaccharid-linker-tBoc. 
Vermutlich entstehen diese beim Aufkonzentrieren des Glykans unter Wärmeeinfluss, wie 
auch bei der Produktion der α,β-ungesättigten Aldehyde generell eine Vielzahl von 
Nebenprodukten auftreten.  
Abbildung 4.26: CE-Chromatogramme von entschützten Tetrasaccharidderivaten 
Die Absorption bei 254 nm ist gegen die Zeit in Minuten für das Tetrsaccharid-linker-NH2 (A) und 
entschütztes α,β-ungesättigtes Aldehyd des Tetrasaccharid-linker-NH2 (B) aufgetragen. Es ist deutlich zu 
erkennen, dass das entschützte Tetrasaccharid hauptsächlich einen Peak aufweist und nur wenig 
Nebenprodukte, wohingegen das entschützte α,β-ungesättigte Aldehyd des Tetrasaccharids große Mengen 
von Verunreinigungen enthält. 
 
Zusammenfassend lässt sich bezüglich der Glykansynthesen festhalten, dass ein breites 
Spektrum unterschiedlicher poly-LacNAc-linker-tBoc-Saccharide hergestellt wurde. Dabei 
wurden lineare poly-LacNAc-linker-tBoc-Oligosaccharide mit Kettenlängen bis zu zehn 
Monosaccharideinheiten im semi-präparativen Maßstab produziert. Diese wurden terminal 
entweder mit dem LacDiNAc-Epitop modifiziert oder mit der Galaktoseoxidase behandelt. 
Die Galaktoseoxidase-Modifikation zum terminalen 6-Aldehyd wurde hinsichtlich der 
Aldehydausbeute optimiert. Anschließend wurden chemische Modifikationen zum α,β-
ungesättigten Aldehyd und zum Biotin-Hydrazon durchgeführt. Modifizierte 
Oligosaccharide wurden semi-präparativ aufgereinigt, um für weitere Synthesen oder 
Analytiken bereitzustehen. Weitere enzymatische Verlängerungen oder die Kopplung 
entschützter Zucker an das 6-Aldehyd wurden im analytischen Maßstab durchgeführt, um 
Synthesestrategien für komplexere Glykanstrukturen aufzuzeigen. 
A B 
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4.2 Galektin-Bindestudien 
Ein weiterer Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit bestand darin, die Bindeeigenschaften 
unterschiedlicher Galektine zu untersuchen. Dabei stand vor allem die Bewertung der 
Affinität und Spezifität der Bindung zweier modellhaft ausgewählter humaner Galektine 
(Galektin-1C2S und Galektin-3) an poly-LacNAc-linker-tBoc-Derivate im Vordergrund. 
Laut Literaturangaben unterscheiden sich die Bindespezifitäten dieser beiden Galektine, 
was sich in der vorliegenden Arbeit zu Nutze gemacht werden sollte (Hirabayashi et al. 
2002; Song et al. 2009b; Stowell et al. 2008a). 
4.2.1 Produktion und Aufreinigung der Galektine 
Alle Galektine wurden zunächst wie bei Witten et al. beschrieben in E.coli BL21(DE3) 
exprimiert (Witten et al. 2011). Die Expression erfolgte standardmäßig in 1 L TB-Medium 
durch Induktion mit 500 µM IPTG bei einer OD600 von 0,6 bis 0,8 und auf 25°C 
reduzierter Temperatur. Unter diesen Bedingungen wurden im Mittel etwa 3 mg Galektin-8 
und etwa 5,4 mg Galektin-1C2S pro Gramm Zellmasse über IMAC aufgereinigt, 
wohingegen nur etwa 0,8 mg Galektin-3 pro Gramm Zellmasse gewonnen werden 
konnten. Da das Galektin-3 in dieser Arbeit bevorzugt untersucht werden sollte, war eine 
Optimierung der Expression nötig. 
Zur verbesserten Expression wurde das Plasmid in E.coli Rosetta (DE3) pLys 
transformiert. Dieser Expressionsstamm wurde aufgrund seiner Eigenschaft, für in E.coli 
seltene tRNAs zu codieren, ausgewählt. Dies liegt darin begründet, dass die humane 
Gensequenz des Galektins-3 28 dieser seltenen Codons aufweist (siehe Abbildung 4.27). 
18 dieser Codons kodieren für Prolin und Glycin, von denen 14 in der collagenähnlichen 
N-terminalen Domäne vorliegen. Zehn weitere seltene Codons kodieren für Arginin und 
Isoleucin. Somit sind über 10% der verwendeten tRNAs solche, die in E.coli BL21 (DE3) 
kaum vorkommen, so dass die Expression in Rosetta (DE3) pLys verbessert sein könnte. 
Abbildung 4.27: Aminosäuresequenz des rekombinanten Galektins-3 
Dargestellt ist die Aminosäuresequenz des rekombinanten Galektins-3. Der His6-Tag ist orange dargestellt. 
Das erste Methionin des humanen Proteins ist fett markiert und die folgende N-terminale Domäne grau 
hinterlegt. Aminosäuren, die mithilfe von im Rosetta-Plasmid codierten tRNAs translatiert werden, sind rot 
dargestellt. 
MGSSHHHHHHSQDPNSGMADNFSLHDALSGSGNPNPQGWPGAWGNQPAGAGGYP
GASYPGAYPGQAPPGAYPGQAPPGAYPGAPGAYPGAPAPGVYPGPPSGPGAYPSSGQ
PSATGAYPATGPYGAPAGPLIVPYNLPLPGGVVPRMLITILGTVKPNANRIALDFQRG
NDVAFHFNPRFNENNRRVIVCNTKLDNNWGREERQSVFPFESGKPFKIQVLVEPDHF
KVAVNDAHLLQYNHRVKKLNEISKLGISGDIDLTSASYTMI 
 
Ergebnisse und Diskussion 
102 
Für erste Untersuchungen zur Expression wurden jeweils 200 mL Kultur in 1 L-Erlen-
meyerkolben angezogen. Es konnte eine deutlich verbesserte Proteinausbeute von ca. 
2,5 mg/g erreicht werden, was auch anhand der verbesserten Überexpression in den 
Rohextraktproben im SDS-Gel zu erkennen ist (siehe Abbildung 4.28). 
Abbildung 4.28: Vergleich der Expression von Galektin-3 in Rosetta(DE3) und BL21(DE3) 
Dargestellt sind im linken Gel von links nach rechts das Pellet (1), der Rohextrakt (2), der Durchfluss (3), die 
Waschfraktion (4), das Eluat (5) und der Marker (6) einer Galektin-3-IMAC-Aufreinigung aus Rosetta. 
Rechts sind Rohextrakt (7) und Eluat (8) einer Aufreinigung aus BL21 zu erkennen. 
Im Vergleich der beiden Rohextraktproben wird deutlich, dass die Expression in Rosetta (DE3) (2) deutlich 
besser ist als in BL21 (7). 
 
Eine Vergrößerung des Kulturmaßstabs auf 1 L in 5 L-Erlenmeyerkolben wirkte sich 
negativ auf die Expression aus. Bei standardisierten Bedingungen (1 L TB, Induktion mit 
500 µM IPTG bei OD600 0,6-0,8 bei 25°C) wurden im Mittel 1,6 mg Galektin-3 pro 
Gramm Zellmasse gewonnen, wohingegen kleinere Ansätze von 200-500 mL zu 
Ausbeuten von durchschnittlich 2,3 mg/g führten. Dies könnte durch eine verbesserte 
Sauerstoffversorgung im kleineren Kolben zu erklären sein (Konz et al. 1998). Insgesamt 
konnte die Galektin-3-Ausbeute durch die Expression in Rosetta gegenüber der Expression 
in BL21 auch bei gleichem Füllvolumen verdoppelt bis verdreifacht werden. Sie erreicht 
aber nicht die Werte, die für die anderen Galektine erreicht wurden. 
Deshalb wurde eine weitere Optimierung der Expressionsbedingungen versucht. Dazu 
wurden unterschiedliche Medien (LB, TB, Betain-Sorbitol und 3x konzentriertes LB), 
sowie unterschiedliche Induktorkonzentrationen getestet, da zum einen die Überexpression 
recht schwach ausgebildet war und zum anderen ein Anteil des Galektins als inclusion 
bodies verloren ging (siehe Abbildung 4.28). Keine der variierten Bedingungen wirkte sich 
eindeutig positiv auf die Expression aus, die Wahl eines anderen Mediums zeigte jedoch 
zum Teil negative Auswirkungen auf die Gesamtzellausbeute. Dementsprechend wurde die 
Anzucht unter Standardbedingungen bzw. Standardbedingungen mit reduziertem Füllstand 
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durchgeführt, da die Variation von Medium und Induktorkonzentration keinen positiven 
Einfluss hatte. 
Alle Galektine wurden mittels IMAC aufgereinigt. Die Reinheit wurde durch SDS-PAGE 
analysiert und die Identität des Proteins durch einen Westernblot nachgewiesen. In 
Abbildung 4.28 sind exemplarisch die unterschiedlichen Fraktionen einer IMAC-
Aufreinigung des Galektins-3 dargestellt. Es ist zu erkennen, dass das Zielprotein im 
Rohextrakt überexprimiert vorliegt (Abbildung 4.28 Reihe 2), jedoch auch als inclusion 
bodies im Zellpellet verbleibt (Abbildung 4.28 Reihe 1). In den Durchfluss- und 
Waschfraktionen kann kein Zielprotein nachgewiesen werden, was auf eine erfolgreiche 
Aufreinigung hindeutet (Abbildung 4.28 Reihe 3 und 4). Die Fraktion im Eluat weist eine 
hohe Reinheit auf (Abbildung 4.28 Reihe 5). 
In Abbildung 4.29 sind für alle drei rekombinant hergestellten Galektine Rohextrakt und 
Eluat im direkten Vergleich dargestellt. Eine deutliche Überexpression der Galektine kann 
in allen Rohextraktproben erkannt werden (Abbildung 4.29 Reihe 2, 4 und 6). Die Eluate 
weisen eine hohe Reinheit auf, leichte Verunreinigungen sind jedoch zu erkennen 
(Abbildung 4.29 Reihe 3, 5 und 7). 
Abbildung 4.29: SDS-PAGE-Analyse von Rohextrakt und Eluat der rekombinanten Galektine-
1C2S, -3 und -8 
Dargestellt sind von links nach rechts der Marker (1), Rohextrakt und Eluat von Galektin-1C2S (2, 3), 
Galektin-3 (4, 5) und Galektin-8 (6, 7), sowie ein weiterer Marker (8). 
In den Rohextrakt-Fraktionen (2, 4 und 6) lässt sich die Überexpression des Zielproteins erkennen, welches 
im Eluat (3, 5 und 7) nahezu rein vorliegt. 
 
Zur Entfernung von Verunreinigungen wurde eine weitere Affinitätschromatographie 
durchgeführt. Dies geschah unter anderem durch Hulong Liu während seiner Masterarbeit. 
Der weitere Aufreinigungsschritt basiert auf der Bindung des Galektins an immobilisierte 
Laktose. Dazu wurden über IMAC aufgereinigte Galektinproben in einer weiteren 
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Chromatographie an Laktose-Agarose (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) 
gebunden. Verunreinigungen und inaktives Galektin wurden mit Äquilibrierungspuffer 
entfernt und gebundenes Galektin durch einen Überschuss von Laktose abgelöst. Durch 
diesen zusätzlichen Aufreinigungsschritt konnte eine Feinreinigung des Proteins erzielt 
werden, wie exemplarisch anhand der SDS-PAGE-Analytik des Galektins-3 in Abbildung 
4.30 gezeigt wird. Eine Abtrennung von verschiedenen verunreinigenden Proteinen kann in 
der Durchflussfraktion (Abbildung 4.30 Reihe 2) nachgewiesen werden. Demnach liegt das 
Laktose-Agarose-Eluat (Abbildung 4.30 Reihe 3) reiner vor als das IMAC-Eluat (Reihe 1). 
Bei der dargestellten Aufreinigung wurden ca. 50% des IMAC-Eluats im Durchfluss der 
Laktose-Agarose-Säule abgetrennt, was den hohen Anteil an Verunreinigungen in der 
IMAC-Fraktion zeigt. 
Abbildung 4.30: SDS-PAGE-Analytik der Laktose-Agarose-Aufreinigung von Galektin-3 
Dargestellt sind von links nach rechts das IMAC-Eluat einer Galektin-3-Aufreinigung (1), der Durchfluss der 
Laktose-Agarose-Affinitätschromatographie (2), das Eluat dieser (3), sowie der Marker (4). Es ist deutlich zu 
erkennen, dass unterschiedliche Verunreinigungen im Durchfluss (2) abgetrennt werden. Das Eluat (3) weist 
eine sehr hohe Reinheit auf. 
 
Ähnliche Ergebnisse wurden für das Galektin-1C2S, sowie die Fusionsproteine His6-
SNAP-DsRedM-Gal-1C2S und His6-SNAP-YFP-Gal-3, die in Kapitel 4.3 detaillierter 
beschrieben werden, erreicht. Bei dem His6-SNAP-YFP-Gal-3 wurden durchschnittlich 
65% bis 75% des IMAC-Eluats über Laktose-Agarose-Aufreinigung entfernt, wodurch 
wiederum eine deutliche Aufreinigung des Vollängen-Konstrukts von Abbauprodukten 
erreicht werden konnte. Bei den Galektin-1-Varianten konnte ein Teil des Zielproteins im 
Durchfluss nachgewiesen werden. Da eine Überladung der Säule aufgrund der 
theoretischen und teilweise erreichten Kapazität unwahrscheinlich ist, sind die im Durch-
fluss nachgewiesenen Proteine vermutlich auf nicht funktionstüchtige Galektinmoleküle 
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und nicht auf eine Überladung der Säule zurückzuführen. Galektin-1-Moleküle, die keine 
Bindung an die Laktose-Agarose aufweisen, könnten zum Beispiel durch Fehlfaltung oder 
Ausbildung von Disulfidbrücken entstehen (Yamaoka et al. 1996). 
Durch die Elution mit Laktose wird jedoch eine zusätzliche Fehlerquelle eingeführt, da das 
vollständige Auswaschen der Laktose aus der Bindetasche nicht einfach kontrolliert 
werden kann. Des Weiteren konnte im direkten Vergleich von IMAC- und Laktose-
Agarose-Eluaten kein deutlicher Unterschied im Bindeverhalten auf ASF detektiert werden 
(siehe Abbildung 4.31). Meist war die Bindung der Laktose-Agarose-Eluate im Vergleich 
zu den IMAC-Eluaten sogar leicht reduziert.  
Abbildung 4.31:Vergleich der Galektin-3-Bindung auf ASF nach IMAC  und Laktose-Agarose-
Affinitätschromatographie 
Galektin-3-Proben nach IMAC (▲) und nach Laktose-Agarose-Affinitätschromatographie (●) wurden auf 
ASF inkubiert und mithilfe einer Anti-His6-Peroxidase und anschließendem OPD-Umsatz nachgewiesen. Die 
Bindekurven sind in etwa vergleichbar mit einer leichten Abnahme des Bindesignals nach Laktose-Agarose-
Affinitätschromatographie. Demnach kann keine Verbesserung der Bindung durch die erhöhte Reinheit 
nachgewiesen werden. 
 
Somit ist der Aufreinigungsschritt zwar erfolgreich (erkennbar anhand der reineren 
Fraktion in der SDS-PAGE-Analytik, siehe Abbildung 4.30), scheint jedoch keinen 
Einfluss auf die Bindestudien zu haben. 
4.2.2 Inhibition der ASF-Galektinbindung 
Die Bindeeigenschaften der Galektine wurden durch Inhibitionsstudien untersucht. Dieses 
Verfahren eignet sich zur direkten vergleichenden Messung unterschiedlicher Inhibitoren 
durch Bestimmung der IC50-Werte, also der Inhibitorkonzentration, die benötigt wird, um 
das Bindesignal auf die Hälfte zu reduzieren. Eine direkte Berechnung von 
0,00
0,10
0,20
0,30
0,40
0,50
0 200 400 600 800 1000
A
b
so
rp
ti
o
n
 b
ei
 4
9
2
 n
m
 
Galektin-3 [µg/mL] 
Ergebnisse und Diskussion 
106 
Affinitätskonstanten ist jedoch nicht ohne weitere Annahmen möglich (Sörme et al. 2004). 
In der vorliegenden Arbeit wurde in der Regel die Bindung der Galektine an 
immobilisiertes Asialofetuin inhibiert. ASF ist ein Glykoprotein aus fötalem Serum, 
welches drei N- und drei O-Glykanstrukturen aufweist (Spiro 1962; Spiro und Bhoyroo 
1974). Durch Säurehydrolyse werden die terminalen α2,3- oder α2,6-verknüpften 
Neuraminsäuren abgespalten (Nilsson et al. 1979). Daraufhin liegen je N-Glykan zwei bis 
drei terminale LacNAc-Einheiten vor (Green et al. 1988), welche von unterschiedlichen 
Galektinen erkannt werden (Dam et al. 2005). Dies wurde zunächst für die in dieser Arbeit 
genutzten rekombinanten Galektine nachgewiesen. 
4.2.2.1 Bindung unterschiedlicher Galektine an ASF 
Die Bindung der Galektine-1, -3 und -8 auf ASF wurde mithilfe einer Anti-His6-
Peroxidase nachgewiesen. Dabei zeigten sich Schwankungen in den einzelnen Messungen 
sowohl bezüglich der Kurvenverläufe als auch bezüglich der Affinitätskonstanten. So 
zeigten manche Kurven sigmoidale Anfangsverläufe, die auf kooperative Effekte 
hindeuten, sowie sie zum Beispiel auch bei Leppänen et al. für das Galektin-1 gemessen 
wurden (Leppänen et al. 2005). Andere Kurven zeigen eine einfache Ligandenbindung. 
Zur einfacheren Auswertung wurde bei allen Messungen eine 1:1-Bindung zwischen 
Galektin und Ligand angenommen, diese dem Kurvenverlauf angepasst und die somit 
berechneten Werte halbmaximaler Sättigung (Kd) miteinander verglichen. Dies entspricht 
nicht exakt dem, was tatsächlich bei der Bindung von Asialofetuin passiert, da davon 
ausgegangen werden kann, dass negative Kooperativitätseffekte bei der Bindung auftreten 
(Dam et al. 2005). Anhand dieser Berechnung ergeben sich aber auf relativ simple Weise 
Bindekonstanten, die miteinander verglichen werden können und eine qualitative Aussage 
über die Bindegüte der unterschiedlichen Galektine erlauben. Die Konzentrationen, bei 
denen halbmaximale Bindung erreicht wurde, sind für die Galektine-3 und -8 etwa 
vergleichbar. Im Gegensatz dazu liegt der für das Galektin-1C2S zwei- bis dreifach höher 
(siehe Abbildung 4.32). Dabei handelt es sich um Mittelwerte von mehr als zehn 
Messungen. Alle untersuchten Galektine binden die freie Galaktose, die auf den N-
Glykanen präsentiert wird. Für Galektin-1 wird LacNAc-Typ II als optimaler Ligand 
beschrieben, wohingegen die Galektine-3 und -8 präferiert an poly-LacNAc oder 
modifizierte LacNAc-Einheiten binden, was im Widerspruch zu der hier ermittelten leicht 
reduzierten Galektin-1C2S-Bindung steht (Hirabayashi et al. 2002; Leppänen et al. 2005; 
Patnaik et al. 2006; Salomonsson et al. 2010; Stowell et al. 2008a; Stowell et al. 2004). 
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Abbildung 4.32: Konzentrationen halbmaximaler Sättigung der Galektinbindung an ASF berechnet 
für direkte Galektin-Glykanbindung ohne Kooperativitätseffekte 
Dargestellt sind die mittleren Konzentrationen, bei denen halbmaximale Signalstärke der Galektin-ASF-
Bindung erreicht wird aus mehr als zehn Einzelmessungen. Diese wurde als einseitige Ligand-Protein-
Wechselwirkung angenommen und die Kurven mithilfe von SigmaPlot an die Datensätze angepasst. Alle 
Werte sind in etwa vergleichbar, wobei die Konzentration für halbmaximale Galektin-1C2S-Bindung etwas 
höher ist, jedoch im Bereich der Messgenauigkeit vergleichbar mit den anderen liegt. 
 
Die Daten zeigen eine Bindung aller untersuchter Galektine an ASF, welche nachfolgend 
durch unterschiedliche Glykane inhibiert werden kann. Ähnliche Inhibitionsstudien sind in 
der Literatur beschrieben (Hsu et al. 1992; Rapoport et al. 2008; Sato und Hughes 1992). 
4.2.2.2 Inhibition mit poly-LacNAc-linker-tBoc-Glykanen 
Für die in dieser Arbeit durchgeführten Inhibitionsstudien wurden Galektin-1-
Konzentration im Bereich von 1 µM und 7 µM und Galektin-3-Konzentration zwischen 
2 µM und 25 µM eingesetzt. Dies entspricht in etwa den physiologisch auftretenden 
Galektinkonzentrationen (Nieminen et al. 2008; Rabinovich et al. 1999). Galektin-1-
Konzentrationen lagen demnach unterhalb der Dissoziationskonstanten von 7 µM, welche 
für die Dimerisierung von CHO-Galektin-1 gemessen wurde (Cho und Cummings 1995). 
Somit ist davon auszugehen, dass das Galektin-1C2S bei den Inhibitionsexperimenten 
hauptsächlich als Monomer vorlag. Dadurch wird sichergestellt, dass jedes Inhibitor-
molekül zur Ablösung eines Galektinmoleküls geeignet ist und nicht an adhäsiv gebundene 
Galektine binden kann. Da die Oligomerisierungsmechanismen des Galektins-3 nicht 
eindeutig geklärt sind (Lepur et al. 2012; Nieminen et al. 2008), können die Bedingungen 
und Konzentrationen für dieses Galektin nicht so eingestellt werden, dass nur monovalente 
Galektine vorkommen. Demnach wird bei diesem Galektin mit einer Mischung 
unterschiedlicher Oligomere gearbeitet. 
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4.2.2.3 Inhibition mit linearen poly-LacNAc-linker-tBoc-Glykanen 
Zunächst wurden die unterschiedlichen Galektine auf ihre Bindeeigenschaften bezüglich 
linearer unmodifizierter poly-LacNAc-linker-tBoc-Glykane getestet. Dazu wurde zuerst 
analysiert, ob das Testverfahren bei abweichenden Galektinkonzentrationen zu vergleich-
baren Resultaten führt. Dafür wurden unterschiedliche Galektin-3-Mengen mit LacNAc 
inhibiert und der IC50-Wert ermittelt. Der IC50-Wert verringert sich dabei mit sinkender 
Galektinkonzentration, da für die kompetitive Inhibition einer kleineren Galektinmenge 
auch eine geringere Zuckermenge nötig ist. Auf die Galektinkonzentration bezogen bleibt 
der IC50-Wert aber unabhängig von der Galektinkonzentration im Rahmen der Mess-
ungenauigkeiten konstant, so dass bei den nachfolgenden Versuchen die Galektin-
konzentration variiert werden kann. Der Zusammenhang zwischen Galektinkonzentration 
und Inhibitionskurve ist exemplarisch in Abbildung 4.33 und Tabelle 4.10 dargestellt. 
Abbildung 4.33: Abhängigkeit der Inhibitionskurven von der Proteinkonzentration 
Dargestellt sind Messungen zur kompetitiven Inhibition der ASF-Galektin-3-Bindung mit LacNAc bei 
Galektin-3-Konzentrationen von 24,5 µM (●), 19,6 µM (●) und 16,3 µM (▼). Mit sinkender 
Galektinkonzentration sinkt auch die benötigte Inhibitorkonzentration, um den gleichen Effekt zu erzielen. 
 
Die berechneten IC50-Werte bezogen auf die Galektinkonzentration weichen für diese 
Messung um ca. 9% voneinander ab (siehe Tabelle 4.10). Über mehrere Messtage und 
Protein-, sowie Glykanchargen hinweg war die Reproduzierbarkeit geringer. 
Da die Messung der Zucker-Protein-Wechselwirkung im untersuchten Bereich unabhängig 
von der Galektinkonzentration möglich ist, wurde die Galektinkonzentration so angepasst, 
dass sinnvolle Glykanverdünnungen mit Konzentrationen bis 1 mM eingesetzt werden 
konnten. Dadurch konnte der Verbrauch der Zucker limitiert werden. 
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Tabelle 4.10: IC50-Werte der LacNAc-Inhibition einer Galektin-3-ASF-Bindung in Abhängigkeit von 
der Galektinkonzentration 
Galektinkonzentration 
[µM] 
IC50 
[µM] 
IC50/Gal [-] Mittelwert 
IC50/Gal 
Standardabweichung 
24,5 660 26,9   
19,6 599 30,6   
16,3 424 26,0   
   27,8 2,4 
 
Lineare poly-LacNAc-linker-tBoc-Saccharide mit Kettenlängen von ein bis acht Mono-
sacchariden wurden in Inhibitionstests mit Galektin-1C2S und Galektin-3 eingesetzt. Dabei 
zeigte sich, dass GlcNAc-linker-tBoc keinen inhibitorischen Effekt im getesteten 
Konzentrationsbereich auslöste. Alle anderen getesteten Oligosaccharide zeigten deutlich 
inhibitorische Wirkung auf die Galektin-ASF-Bindung. Dabei wurde generell die Galektin-
3-Bindung an ASF leichter kompetitiv inhibiert als die des Galektins-1C2S. Das bedeutet, 
dass, um den gleichen inhibitorischen Effekt zu erreichen, für das Galektin-1C2S in der 
Regel ein höherer molarer Überschuss der Zucker benötigt wurde als für das Galektin-3. 
Dies deutet auf eine stärkere Bindung des Galektins-1C2S an die triantennären Glykane 
des ASF im Vergleich zu den gelösten poly-LacNAc-linker-tBoc-Strukturen hin, 
wohingegen das Galektin-3 gut mit den in Lösung vorliegenden Sacchariden von den 
multivalent präsentierten Glykanen auf der Oberfläche gelöst werden kann. In einer 
ähnlichen vergleichenden Studie zwischen Galektin-1 und Galektin-3 wurden lediglich 
relative Inhibitionskräfte verschiedener Zucker angegeben, so dass dadurch kein direkter 
Vergleich zwischen den beiden Galektinen möglich ist (Rapoport et al. 2008). In einem 
Glykanarray konnte eine sehr gute Galektin-1-Bindung an Glykane des ASF nachgewiesen 
werden, wohingegen die Bindung des Galektins-3 etwas geringer ausfiel (Song et al. 
2009b). Erklärt wird dies mit der Tatsache, dass die wichtigste Erkennungsstruktur für das 
Galektin-1 bereits im LacNAc vorliegt, wobei das Galektin-3 verlängerte LacNAc-
Strukturen präferiert, welche auf ASF nicht ausgebildet werden (Song et al. 2009b). Dies 
belegt, dass die Bindung des Galektins-1 an ASF besser ist als die des Galektins-3 und 
somit weniger leicht gelöst werden kann, wie es auch in der vorliegenden Arbeit gezeigt 
wurde. Des Weiteren wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Leffler bei Fluoreszenz-
Anisotropiemessungen, also Messungen der Interaktionen zwischen gelöstem Liganden 
und in Lösung vorliegendem Galektin, niedrigere Galektin-3 als Galektin-1-
Konzentrationen eingesetzt (Sörme et al. 2004). Dies deutet darauf hin, dass die Bindung 
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des Galektins-3 an gelöste Liganden besser geschieht, als die des Galektins-1, was 
wiederum mit dem in dieser Arbeit beobachteten Bindeverhalten übereinstimmt.  
Abbildung 4.34: Relative inhibitorische Kraft unterschiedlicher poly-LacNAc-linker-tBoc-Glykane auf 
die Galektin-ASF-Bindung 
Dargestellt ist die relative inhibitorische Fähigkeit unerschiedlicher poly-LacNAc-linker-tBoc-Saccharide 
berechnet als IC50Tetrasaccharid/IC50Saccharid für das Galektin-3 (■) und Galektin-1C2S (■). Werte größer eins 
bezeichnen inhibitorische Wirkungen, die stärker als die des Tetrasaccharids sind, Werte kleiner eins, solche 
die schwächer als die des Tetrasaccharids sind. Dargestellt sind Mittelwerte von mindestens drei 
unabhängigen Messungen. 
 
Außerdem wurden spezifische Bindeeigenschaften für die verschiedenen Galektine 
herausgestellt. Dabei zeigte das Galektin-3 steigende Affinitäten mit steigender 
Kettenlänge, wobei eine maximale Affinität ab vier bis fünf Monosaccharid-Einheiten 
erreicht wurde (siehe Abbildung 4.34). Bei dieser Kettenlänge lag der IC50-Wert in der 
Größenordnung der Galektin-3-Konzentration, so dass eine weitere Affinitätssteigerung 
durch den Aufbau des Versuchs nicht detektierbar war. Dies wird im weiteren Verlauf der 
Arbeit in Kapitel 4.2.2.4 detaillierter beleuchtet. Im Gegensatz zum Galektin-3 wurden für 
das Galektin-1C2S über den gesamten Längenbereich ähnliche Inhibitionsstärken 
gemessen, die jedoch in Abhängigkeit der terminalen nicht-reduzierenden Zuckereinheit 
variieren. Galaktose-terminierte Strukturen zeigten für das Galektin-1C2S generell höhere 
Inhibitionswirkungen als GlcNAc-terminierte (siehe Abbildung 4.34). 
Ein direkter Vergleich der hier gezeigten Inhibitionskräfte ist nur mit anderen Versuchen, 
bei denen ebenfalls eine kompetitive Inhibition einer Galektin-Glykoproteinwechsel-
wirkung durchgeführt wurde, möglich, da unterschiedliche Versuchsaufbauten zu 
unterschiedlichen Ergebnissen führen (Rapoport et al. 2008; Rapoport et al. 2010). Bei 
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solchen Versuchen von Rapoport et al. wurden für das Galektin-3 bereits ähnliche 
Ergebnisse gemessen. Mit einem Inhibitionstest auf ASF wurde eine Affinitätssteigerung 
der Galektin-3-Bindung vom Di- zum Tetrasaccharid, jedoch keine weitere Steigerung 
vom Tetra- zum Hexasaccharid detektiert (Rapoport et al. 2008). In einer späteren 
Publikation detektierten die Autoren jedoch eine weitere Steigerung der Bindung vom 
Tetra- zum Hexasaccharid (Rapoport et al. 2010). Auch in anderen Inhibitionstests wurde 
eine Steigerung der Inhibitionskraft über die Länge von vier Monosaccharideinheiten 
hinaus zu Sacchariden mit sechs Monosaccharideinheiten beschrieben (Sato und Hughes 
1992). Demnach ist die Literaturlage nicht vollständig gesichert und die hier gezeigten 
Messungen können weitere Informationen zu der untersuchten Fragestellung liefern. Durch 
die lückenlose Evaluierung der poly-LacNAc-linker-tBoc-Oligsaccharide mit ein bis acht 
Monosaccharideinheiten wird die Datenlage erweitert. 
Bezüglich des Galektins-1 wird in der Literatur generell davon ausgegangen, dass es 
hauptsächlich an Galaktosereste am nicht-reduzierenden Terminus eines Glykans bindet 
(Rabinovich und Toscano 2009). Vergleichbare Inhibitionsstudien auf ASF sind in der 
Literatur nach meinem Wissen für das Galektin-1 nicht beschrieben, so dass die hier 
gezeigten Daten nicht direkt mit anderen verglichen werden können. Für die Interaktion 
freien Galektins mit gelöstem Zuckerliganden sind lediglich NMR-Studien beschrieben. 
DiVirgillio et al. detektierten mit CHO-Galektin-1 ein schwaches NMR-Bindesignal auch 
für interne LacNAc-Einheiten in einer Oligosaccharidkette (Di Virgilio et al. 1999; Zhou 
und Cummings 1993)). Die Bindung an die interne Galaktoseeinheit lieferte jedoch 
geringere Signalstärken als die an terminale Einheiten (Di Virgilio et al. 1999). 
Untersuchungen mit immobilisertem Galektin (frontale Affinitätschromatographie) 
detektieren für das Galektin-3 steigende Affinitäten mit steigender Kettenlänge vom Tetra- 
über ein Hexa- zu einem Decasaccharid, also über die hier beobachtete Verbesserung 
hinaus (Hirabayashi et al. 2002). Mit demselben Aufbau konnte auch eine Bindung von 
sowohl Galaktose als auch GlcNAc-terminierten poly-LacNAc-Sacchariden an Galektin-1 
detektiert werden, welche mit steigender Kettenlänge leicht besser wird (Hirabayashi et al. 
2002; Zhou und Cummings 1993). Die Ergebnisse der frontalen Affinitätschromatographie 
stimmen generell mit den hier gezeigten Daten gut überein. Der Versuchsaufbau der 
frontalen Affinitätschromatographie erleichtert jedoch aufgrund der großen Menge 
immobilisierter Galektine und der recht langen Verweilzeit des Zuckers auf der 
Säulenmatrix die Bindung schwach interagierender Glykane. Demnach sind diese Daten 
nicht direkt mit den hier gezeigten Untersuchungen vergleichbar.  
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Daten mit immobilisierten Glykanen werden in Kapitel 4.2.3.1 detaillierter diskutiert. 
4.2.2.4 Inhibition mit modifizierten poly-LacNAc-linker-tBoc-Glykanen 
Zur detaillierteren Analyse der Galektin-Bindeeigenschaften, sowie zur Entwicklung 
möglichst affiner und spezifischer Liganden, wurden neuartige poly-LacNAc-linker-tBoc-
Derivate hergestellt. Diese wurden auf ihre Bindeeigenschaften mit den rekombinant 
hergestellten Galektinen-1 und -3 untersucht. 
Zunächst wurden Strukturen untersucht, die das LacDiNAc-Epitop (GalNAcβ1,4GlcNAc), 
welches vor allem aus Parasiten wie Trematoden bekannt ist, präsentieren (siehe 
Abbildung 4.35) (Bojarova et al. 2009; Drozdova et al. 2011; van Die und Cummings 
2010; Wuhrer et al. 2006).  
In der vorliegenden Arbeit wurden sowohl LacDiNAc-linker-tBoc, als auch ein mit 
LacDiNAc terminiertes Tetrasaccharid als Liganden für Galektin-1C2S und -3 evaluiert. 
Beide Glykane stellen bei den in dieser Arbeit durchgeführten Inhibitionsstudien sowohl 
für das Galektin-1C2S als auch für das Galektin-3 Bindepartner dar (siehe Abbildung 
4.35). Dabei ist die inhibitorische Kraft im Vergleich zu den entsprechenden LacNAc-
Derivaten für das Galektin-3 gleich bis leicht erhöht, für das Galektin-1C2S jedoch leicht 
reduziert. Dies ist auch anhand der Bindetaschen der beiden Galektine erklärbar. Beim 
Galektin-1 wird bei LacNAc-Bindung eine Wasserstoffbrückenbindung zur C2-Hydroxyl-
gruppe der Galaktose ausgebildet (Lopez-Lucendo et al. 2004), was bei der Bindung von 
LacDiNAc aufgrund der N-Acetyleinheit nicht möglich ist. Dadurch könnte die Binde-
affinität an LacDiNAc im Vergleich zu LacNAc reduziert sein. Die Reduktion der 
Bindungskraft könnte sich in anderen Testaufbauten derart auswirken, dass keine Bindung 
mehr detektiert werden kann. So zeigten zum Beispiel Rapoport et al. ein schwaches 
Bindesignal von LacDiNAc an Galektin-3, konnten jedoch keine Bindung an Galektin-1 
nachweisen (Rapoport et al. 2008). Dieses wird auch durch van den Berg et al. belegt. In 
deren Studie wurde Galektin-3 als LacDiNAc-Ligand für die Erkennung von Parasiten 
charakterisiert, wohingegen keine Bindung des Galektins-1 an LacDiNAc nachgewiesen 
werden konnte (van den Berg et al. 2004). Beim Galektin-3 wird nämlich an der 
diskutierten Position zur C2-Hydroxylgruppe der Galaktose keine Wasserstoffbrücke 
gebildet, so dass auch keine Verringerung der Inhibitionswirkung zu erwarten ist (Diehl et 
al. 2010). 
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Abbildung 4.35: Exemplarische Inhibitionskurven mit LacDiNAc-terminierten Glykanen im Vergleich 
mit LacNAc-linker-tBoc und dem Tretrasaccharid-linker-tBoc 
●-LacNAc-, ○-LacDiNAc-, ▲-LacNAc-terminiertes Tetrasaccharid-, ∆-LacDiNAc-terminiertes 
Tetrasaccharid-linker-tBoc 
A: Inhibition von Galektin-1C2S mit unterschiedlichen Sacchariden, bei einer Galektin-1C2S-Konzentration 
von 6 µM. Deutlich wird, dass beide LacDiNAc-terminierten Strukturen eine geringere inhibitorische Kraft 
zeigen als die entsprechenden LacNAc-terminierten Zucker. 
B: Inhibition von Galektin-3 mit unterschiedlichen Sacchariden, bei einer Galektin-3-Konzentration von 
14 µM für die Tetrasaccharide und 3,5 µM für die Disaccharide. Um die Kurven in einer Graphik 
miteinander vergleichen zu können, wurden die Inhibitorkonzentrationen für die Disaccharide mit 4 
multipliziert, um den Konzentrationsunterschied des Galektins auszugleichen. Die LacDiNAc-terminierten 
Strukturen weisen jeweils eine etwas höhere inhibitorische Fähigkeit auf als die entsprechenden LacNAc-
terminierten Strukturen. Die Tetrasaccharidstrukturen zeigen eine höhere Inhibitionswirkung als die 
Disaccharidstrukturen. 
 
Zusammenfassend zeigte sich, dass die LacDiNAc-terminierten Saccharide beim Galektin-
3 im Durchschnitt 1,5-fach besser inhibieren als die entsprechenden LacNAc-Saccharide, 
wohingegen die Inhibitionswirkung beim Galektin-1C2S auf etwa ein Drittel reduziert war 
(siehe Abbildung 4.36).  
Abbildung 4.36: Relative inhibitorische Kraft von LacDiNAc-Sacchariden im Vergleich zum LacNAc-
linker-tBoc und Tetrasaccharid-linker-tBoc 
Dargestellt ist die relative inhibitorische Fähigkeit der LacDiNAc-terminierten poly-LacNAc-linker-tBoc-
Saccharide berechnet als IC50Referenzsaccharid/IC50Saccharid für das Galektin-3 (■) und Galektin-1C2S (■), wobei 
LacNAc-linker-tBoc und Tetrasaccharid-linker-tBoc jeweils als Referenz für die entsprechende Kettenlänge 
dienten. Dargestellt sind Mittelwerte von mindestens drei unabhängigen Messungen. 
A      B 
0 0,5 1 1,5 2 2,5
Di
LacDiNAc
Tetra
LacDiNAc-term. Tetra
relative Inhibitionskraft 
Ergebnisse und Diskussion 
114 
Im weiteren Verlauf der Untersuchungen wurden poly-LacNAc-linker-tBoc-Glykane, 
welche mithilfe der Galaktoseoxidase modifiziert wurden, für Bindestudien eingesetzt. Die 
Galaktoseoxidase oxidiert spezifisch die terminale Galaktose an deren C6-Hydroxylgruppe 
zu einem Aldehyd. In einem weiteren chemischen Modifizierungsschritt kann Wasser 
durch basenkatalysierte β-Elimination abgespalten werden, so dass ein α,β-ungesättigtes 
Aldehyd entsteht. Die nach Galaktoseoxidase Behandlung entstandene Aldehydgruppe 
kann auch mit einem Biotin-Hydrazid-Derivat (BACH) modifiziert werden und 
anschließend mit NaCNBH3 reduziert werden (siehe Kapitel 4.1.3). Die so produzierten 
Di-, Tetra- und Hexasaccharid-linker-tBoc-Derivate wurden in Inhibitionstests mit den 
Galektinen-1C2S und -3 auf ihr Bindungsverhalten untersucht. 
Abbildung 4.37: Exemplarische Inhibitionsdaten der Galektine-1C2S und -3 mit unterschiedlichen 
LacNAc-linker-tBoc-Derivaten 
●- Disaccharid-, ▲-6-Aldehyd des Disaccharid-, ■-α,β-ungesättigtes Aldehyd des Disaccharid-, -6-Biotin 
des Disaccharid-linker-tBoc 
A: Inhibition von Galektin-1C2S mit unterschiedlichen Sacchariden, bei einer Galektin-1C2S-Konzentration 
von 3,6 µM. Deutlich wird, dass die terminale Galaktose-Einheit nur in ihrer unmodifizierten Form zur 
Bindung zugänglich ist. Alle modifizierten Zuckerstrukturen zeigen im untersuchten Konzentrationsbereich 
keine inhibitorische Wirkung. 
B: Inhibition von Galektin-3 mit unterschiedlichen Sacchariden bei einer Galektin-3-Konzentration von 
3,5 µM. Wie beim Galektin-1C2S ist im getesteten Konzentrationsbereich lediglich für das unmodifizierte 
Disaccharid ein inhibitorischer Effekt zu erkennen. 
Im direkten Vergleich von Galektin-3 zu Galektin-1C2S wird deutlich, dass für diese Messungen zur 
Ablösung des Galektins-3 etwas mehr Zucker benötigt wird als zu Galektin-1C2S-Inhibition, was generell 
eher ungewöhnlich ist. 
 
Im Inhibitionstest wird deutlich, dass die Bindung beider Galektine an ASF nur vom nicht-
modifizierten Disaccharid-linker-tBoc, jedoch von keiner der Disaccharid-Varianten 
inhibiert wird (siehe Abbildung 4.37). Ursächlich dafür ist, dass die einzige Galaktose-
einheit im Molekül essentiell für die Bindung der Galektine ist und die Modifikationen an 
der C6-Position nicht toleriert werden. Die C6-Hydroxylgruppe bildet Wasserstoffbrücken 
mit der Glykanbindetasche der Galektine aus und ist deshalb für eine affine Wechsel-
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wirkung wichtig (Lobsanov et al. 1993; Seetharaman et al. 1998). Es ist auch bekannt, dass 
andere Modifikationen an der C6-Hydroxylgruppe, wie zum Beispiel Sulfatierungen oder 
Verlängerungen mit Neuraminsäure nicht von den Galektinen toleriert werden (Rapoport et 
al. 2008; Song et al. 2009b; Stowell et al. 2008a). Dabei sollte hervorgehoben werden, 
dass bereits die relativ geringe Modifikation von einer Hydroxylgruppe zur Aldehyd- bzw. 
Hydrat-Funktion (in wässriger Lösung liegt das C6-Aldehyd laut NMR-Daten und 
Literatur als Hydrat vor) (Fialova et al. 2005; Parikka und Tenkanen 2009) ausreicht, um 
die Bindung aufzuheben. 
Abbildung 4.38: Exemplarische Inhibitionsdaten der Galektine-1C2S und -3 mit unterschiedlichen 
Tetrasaccharid-linker-tBoc-Derivaten  
●-unmodifiziertes Tetrasaccharid-, ▲-6-Aldehyd des Tetrasaccharid-, ■-α,β-ungesättigtes Aldehyd des 
Tetrasaccharid-, -6-Biotin des Tetrasaccharid-linker-tBoc 
A: Inhibition von Galektin-1C2S mit unterschiedlichen Sacchariden, bei einer Galektin-1C2S-Konzentration 
von 7,3 µM. Eine stark verbesserte Bindung kann für das Tetrasaccharid-α,β-ungesättigte Aldehyd 
verzeichnet werden, wohingegen die Bindung des biotinylierten Tetrasaccharids deutlich reduziert ist. Das 
Tetrasaccharid-Aldehyd zeigt eine leicht erhöhte Inhibitionswirkung im Vergleich zum Tetrasaccharid, die 
jedoch in anderen Messungen auch schwächer ausfällt. 
B: Inhibition von Galektin-3 mit unterschiedlichen Sacchariden bei einer Galektin-3-Konzentration von 
3,5 µM. Für das Galektin-3 zeigen alle modifizierten Tetrasaccharid-Derivate etwa vergleichbare 
Inhibitionskurven. 
Im direkten Vergleich von Galektin-3 zu Galektin-1C2S wird in diesem Experiment deutlich, dass die 
Galektin-3-ASF-Bindung bei geringeren Glykankonzentrationen inhibiert wird als die Galektin-1C2S-ASF-
Bindung. Der Unterschied in den IC50-Werten ist dabei stärker ausgeprägt als der Konzentrationsunterschied 
der Galektine. 
 
Die Daten bezüglich der Inhibition mit den modifizierten Tetrasaccharid-Glykanen zeigen 
unterschiedliche Ergebnisse für die beiden getesteten Galektine. Bei beiden Galektinen 
weist das Aldehyd eine ähnliche Affinität auf wie das unmodifizierte Tetrasaccharid (siehe 
Abbildung 4.38). Dies kann für das Galektin-3 damit erklärt werden, dass die interne 
Galaktose-Einheit mit einer ähnlichen Affinität gebunden wird wie die terminale (Stowell 
et al. 2008a). Dadurch kann das Tetrasaccharid gebunden werden, obwohl die terminale 
Galaktoseeinheit durch die Oxidation für die Galektinbindung unzugänglich gemacht ist. 
Für das Galektin-1C2S ist die Bindung nicht anhand von Literaturdaten zu erklären. Nach 
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der Erwartung, dass die terminale Galaktoseeinheit aufgrund der Oxidation unzugänglich 
ist (siehe Abbildung 4.37) und interne Galaktoseeinheiten schlechte Liganden für das 
Galektin-1C2S darstellen (Leppänen et al. 2005; Stowell et al. 2008a), sollte die Bindung 
an das Tetrasaccharid-Aldehyd stark reduziert sein. Hierfür konnte im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit keine eindeutige Begründung gefunden werden. Bei den 
unmodifizierten linearen poly-LacNAc-Sacchariden wurde eine reduzierte Inhibitions-
stärke für GlcNAc-terminierte Glykane detektiert, welche auch für das endständig 
modifizierte Tetrasaccharid zu erwarten gewesen wäre. Es kann spekuliert werden, ob die 
schwache Interaktion mit der internen Galaktose ausreicht, um das Glykan in der 
Bindetasche zu positionieren und daran anschließend eine weitere Interaktion mit dem 
terminalen 6-Aldehyd auftreten kann, so dass insgesamt eine Bindungsgüte im Bereich des 
unmodifizierten Tetrasaccharids auftritt. Diese Hypothese wurde jedoch nicht weiter 
überprüft und es liegen keine eindeutigen Hinweise darauf vor. Eine Modellierung der 
Galektin-Glykan-Bindung könnte Aufschluss über den Bindemechanismus geben. 
Das biotinylierte Tetrasaccharid zeigt für das Galektin-3 keine deutliche Veränderung in 
der inhibitorischen Kraft im Vergleich zum unmodifizierten. Dies kann wiederum mit der 
Bindung an die interne Galaktoseeinheit begründet werden. Das Galektin-1C2S zeigt 
jedoch eine weitaus geringere Bindestärke zum biotinylierten Tetrasaccharid im Vergleich 
zum unmodifizierten Tetrasaccharid-linker-tBoc (siehe Abbildung 4.38). Somit scheint in 
diesem Fall die bereits erläuterte Theorie zur weniger affinen Erkennung der internen 
Galaktoseeinheit durch das Galektin-1C2S zuzutreffen. Unter Umständen verhindert die 
größere Modifikation durch das Anhängen des Biotins die Wechselwirkungen besser, als 
die vergleichsweise geringfügigen Veränderungen durch die Oxidation. Das biotinylierte 
Tetrasaccharid stellt somit einen Liganden für das Galektin-3 mit gesteigerter Selektivität 
gegenüber dem Galektin-1C2S dar. Oeberg et al. beschreiben ebenfalls Liganden, welche 
eine erhöhte Selektivität für das Galektin-3 im Verglech zum Galektin-1 aufweisen. Im 
Gegensatz zu den hier gezeigten Liganden, weisen die getesteten Zuckerderivate jedoch im 
Vergleich zu einer Referenzsubstanz gesteigerte Bindungsstärken für beide Galektine auf, 
wohingegen hier eine reduzierte Galektin-1-Bindung auftritt (Oberg et al. 2011a). 
Das α,β-ungesättigte Aldehyd des Tetrasaccharids zeigt für das Galektin-1C2S eine 
deutlich bessere Inhibitionswirkung als das unmodifizierte Tetrasaccharid. Der IC50-Wert 
ist in der Regel 20-70-fach niedriger als der des Tetrasaccharids (siehe Abbildung 4.38 und 
Abbildung 4.40). In der Literatur sind bereits Zuckerstrukturen mit erhöhter Bindestärke 
für das Galektin-1 beschrieben. Dabei handelt es sich zum einen um Zuckerderivate, 
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welche an C3 mit aromatischen Ringsystemen oder Triazol-1-yl-methyl-Ethern modifiziert 
sind. Aufgrund von Arginin-Aren-Wechselwirkungen wird die Bindung an das Galektin-1 
verstärkt. Da jedoch das Galektin-3 an der entsprechenden Position ebenfalls einen 
Argininrest aufweist, weisen diese Liganden auch eine hohe Bindestärke zum Galektin-3 
auf und sind nicht spezifisch für das Galektin-1 (Giguere et al. 2006a; Oberg et al. 2011a). 
Liganden mit einer erhöhten Selektivität für das Galektin-1 wurden durch Modifikation der 
C1-Hydroxylgruppe der Galaktose mit einer phenolischen Verbindung erreicht. Diese 
zeigen eine 20-fach stärkere Steigerung der Inhibitionskraft für das Galektin-1 im 
Vergleich zum Galektin-3 (Giguere et al. 2008). Ähnlich ist die erhöhte Selektivität von 
C1-sulfon-β-naphtol-Laktose-Derivativen für das Galektin-1, die durch verstärkte Wasser-
stoffbrückenbildung geschieht (Giguere et al. 2006b). Im Vergleich zu diesen bereits 
bekannten Zuckerstrukturen ist die Steigerung der Inhibitionskraft des Tetrasaccharid- α,β-
ungesättigten Aldehyds mit einem Faktor von durchschnittlich 45 (siehe Abbildung 4.40) 
gegenüber dem unmodifizierten Tetrasaccharid-linker-tBoc sehr gut. Die in der Literatur 
beschriebenen Steigerungen der inhibitorischen Fähigkeiten werden meist auf Galaktose 
oder Laktose bezogen, welche generell schwache Liganden für das Galektin-1 sind 
(Giguere et al. 2008; Giguere et al. 2006a; Giguere et al. 2006b). Demnach ist der in dieser 
Arbeit vorgenommene Vergleich mit einem Tetrasaccharid besonders hoch einzuschätzen. 
Aufgrund der hohen Steigerung der Inhibitionskraft für das α,β-ungesättigte Aldehyd 
gegenüber dem Galektin-1C2S wird diese Bindung im weiteren Verlauf genauer 
untersucht. 
Neben den Di- und Tetrasaccharid-Derivaten wurden auch Hexasaccharid-Derivate 
untersucht. Diese weisen eine zusätzliche interne LacNAc-Einheit auf, zeigen aber 
grundsätzlich eine ähnliche Struktur wie die Tetrasaccharid-Derivate bestehend aus einer 
terminalen, modifizierten LacNAc-Einheit und internen unmodifizierten LacNAc-
Einheiten. Demnach zeigten sie auch ähnliche inhibitorische Kräfte wie die Tetra-
saccharid-Derivate (siehe Abbildung 4.39 und Abbildung 4.40). Das 6-Aldehyd des 
Hexasaccharids zeigt ähnliches Inhibitionsverhalten wie das unmodifizierte Hexasaccharid 
für beide Galektine. Das biotinylierte Hexasaccharid zeigt hingegen für das Galektin-3 
Inhibitionswirkungen, welche mit dem unmodifizierten Zucker vergleichbar sind, aber eine 
stark reduzierte Inhibitionskraft für das Galektin-1C2S (siehe Abbildung 4.39). Auch das 
α,β-ungesättigte Aldehyd des Hexasaccharids zeigt eine deutliche Verschiebung der 
Bindekurven um einen Faktor von ca. 50 für das Galektin-1C2S zu höheren 
Inhibitionswirkungen vergleichbar mit der Inhibitionssteigerung beim Tetrasaccharid-α,β-
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ungesättigtem Aldehyd (siehe Abbildung 4.40), wohingegen für das Galektin-3 kein 
deutlicher Effekt gezeigt werden konnte. Die Daten zu den Hexasaccharidderivaten 
belegen somit die Annahme, dass die Anzahl interner Galaktose-Einheiten für das 
Galektin-1C2S weniger bedeutsam ist und hauptsächlich die terminale Einheit für die 
Bindung verantwortlich ist (Leppänen et al. 2005; Stowell et al. 2008a; Stowell et al. 
2004). 
Abbildung 4.39: Exemplarische Inhibitionsdaten der Galektine-1C2S und -3 mit unterschiedlichen 
Hexasaccharid-linker-tBoc-Derivaten 
●-unmodifiziertes Hexasaccharid-, ▲-6-Aldehyd des Hexasaccharid-, ■-α,β-ungesättigtes Aldehyd des 
Hexasaccharid-, -6-Biotin des Hexasaccharid-linker-tBoc 
A: Inhibition von Galektin-1C2S mit unterschiedlichen Sacchariden, bei einer Galektin-1C2S-Konzentration 
von 0,9 µM. Da vom Hexasaccharid aufgrund einer limitierten Konzentration maximal 160 µM eingesetzt 
werden konnten, wurde zur Berechnung der Kurve ein zusätzlicher Datenpunkt bei 10000 µM Inhibitor mit 
einem Bindesignal von 0 angenommen. Es ist zu erkennen, dass das Hexasaccharid und das Hexasaccharid-
Aldehyd ähnlich inhibieren, wohingegen die Inhibitionswirkung des biotinylierten Hexasaccharids deutlich 
reduziert ist. Das α,β-ungesättigtes Aldehyd des Hexasaccharids zeigt eine deutlich erhöhte inhibitorische 
Wirkung. 
B: Inhibition von Galektin-3 mit unterschiedlichen Sacchariden bei einer Galektin-3-Konzentration von 
14 µM. Für das Galektin-3 zeigen alle modifizierten Hexasaccharid-Derivate vergleichbare Inhibitionswerte. 
Daten für das Hexasaccharid α,β-ungesättigtes Aldehyd wurden mit der vierfachen Galektinmenge ermittelt, 
so dass die Inhibitorkonzentration entsprechend zur gleichzeitigen Auftragung in einem Diagramm mit vier 
multiplziert wurde.. 
 
Zusammenfassend werden die Inhibitionskräfte der unterschiedlichen Oxidationsprodukte 
in Abbildung 4.40 dargestellt. Dazu wurden die IC50-Werte aller untersuchten Sacharide 
normiert, indem der Quotient aus dem IC50-Wert des entsprechenden Referenzsaccharids 
und dem untersuchten Glykan gebildet wurde. Bei Bedarf wurde der IC50-Wert des 
Referenzsaccharids aus anderen Sacchariden hochgerechnet, um so auch Messungen 
vergleichen zu können, bei denen das Referenzsaccharid nicht direkt mitgemessen wurde. 
Es wird deutlich, dass für das Galektin-3 kaum Abweichungen zwischen den einzelnen 
Messungen auftreten, wohingegen beim Galektin-1C2S eine deutliche Erhöhung der 
Inhibitionskraft für die α,β-ungesättigten Aldehyde zu erkennen ist und eine deutliche 
Reduktion der Inhibitionsstärke für die biotinylierten Produkte (siehe Abbildung 4.40). 
A      B 
Ergebnisse und Diskussion 
119 
Abbildung 4.40: Relative inhibitorische Kraft modifizierten poly-LacNAc-linker-tBoc-Sacchariden im 
Vergleich zum Tetrasaccharid-linker-tBoc und Hexasaccharid-linker-tBoc 
Dargestellt ist die relative inhibitorische Fähigkeit der modifizierten poly-LacNAc-linker-tBoc-Saccharide 
berechnet als IC50Referenzsaccharid/IC50Saccharid für das Galektin-3 (■) und Galektin-1C2S (■), wobei 
Tetrasaccharid-linker-tBoc bzw. Hexasaccharid-linker-tBoc jeweils als Referenz für die entsprechende 
Kettenlänge dienten. Zur Berechnung der Daten für das α,β-ungesättigte Aldehyd des Hexasaccharids wurde 
die Referenz anhand bekannter Daten hochgerechnet, da keine gleichzeitige Messung dieser beiden 
Saccharide stattgefunden hat. Dargestellt sind Mittelwerte von mindestens zwei unabhängigen Messungen. 
 
Im Hinblick auf die nahezu konstanten Inhibitionskräfte aller Saccharide auf die Galektin-
3-Bindung (siehe Abbildung 4.40) sollte der Testaufbau weiter untersucht werden. Der 
Inhibitionstest für das Galektin-3 liefert, wie bereits erwähnt, häufig IC50-Werte in der 
Größenordnung der Galektin-3-Konzentration. Dies bedeutet, dass eine nahezu optimale 
1:1-Bindung zwischen Galektin-3 und Glykanligand vorliegt. Aufgrund dessen könnte es 
sein, dass spezielle Liganden wie beispielsweise das Tetrasaccharid-α,β-ungesättigte 
Aldehyd, zwar eigentlich eine bessere Bindung ermöglichen, diese jedoch mit dem in 
dieser Arbeit gewählten Versuchsaufbau nicht detektiert werden kann. Deshalb wurde die 
Inhibitionskraft ausgewählter Liganden zusätzlich auf Laminin statt ASF untersucht. ASF 
ist bekanntermaßen kein optimaler Ligand für das Galektin-3 (Song et al. 2009b), 
wohingegen die vom Laminin präsentierten poly-LacNAc-Glykane eine deutlich affinere 
Bindung ermöglichen (Arumugham et al. 1986; Knibbs et al. 1989; Sato und Hughes 
1992). Demnach sollten für die Inhibition der Galektin-3-Laminin-Bindung generell 
höhere Inhibitorkonzentrationen benötigt werden, wodurch eine Steigerung der Inhibitions-
kraft über die Bindegüte des Tetrasaccharids hinaus, detektierbar werden sollte. 
Ergebnisse und Diskussion 
120 
Bei dieser Messung wurde eine leichte Verschiebung der Inhibitionskurven des 
Tetrasaccharid- α,β-ungesättigten Aldehyds und des Octasaccharids hin zu höheren 
inhibitorischen Kräften gemessen. Das biotinylierte Tetrasaccharid zeigt keine 
Verschiebung (siehe Abbildung 4.41). Demnach scheinen längerkettige poly-LacNAc-
Saccharide und das α,β-ungesättigte Aldehyd des Tetrasaccharids stärkere inhibitorische 
Effekte auslösen zu können als ein unmodifiziertes Tetrasaccharid. Der Affinitätsanstieg 
ist mit einem Faktor von ca. 2 jedoch gering. Allerdings könnte hier erneut das 
Detektionslimit erreicht sein, da die Werte bei einigen Messungen nur leicht von der 
optimalen 1:1-Bindung entfernt waren. Demnach liegt es nahe, dass der gewählte 
Inhibitionstest für das Galektin-3 nicht optimal ist und Liganden mit besonders hoher 
Inhibitionskraft aufgrund des limitierenden Testaufbaus mit dieser Methode nicht 
identifiziert werden können. 
Abbildung 4.41: Exemplarische Inhibitionsdaten des Galektins-3 mit unterschiedlichen Glykanen auf 
Laminin 
●-Tetrasaccharid-, ■-α,β-ungesättigtes Aldehyd des Tetrasaccharid-, -6-Biotin des Tetrasaccharid-, ▼-
Octasaccharid-linker-tBoc 
Inhibition von Galektin-3 mit unterschiedlichen Sacchariden, bei einer Galektin-3-Konzentration von 
3,5 µM. In diesem Testaufbau ist generell eine höhere Inhibitorkonzentration notwendig als zur Inhibition 
auf ASF. In dieser speziellen Messung zeigt das biotinylierte Tetrasaccharid eine leicht verringerte Affinität. 
Das Octasaccharid und das Tetrasaccharid- α,β-ungesättigte Aldehyd zeigen leicht verbesserte 
Bindeeigenschaften. In der vorliegenden Messung liegen alle IC50-Werte oberhalb der eingesetzten 
Galektinmenge, bei anderen Messungen wird jedoch die Messgrenze fast erreicht. 
 
Eine mögliche Begründung für die starke Steigerung der Inhibitionskraft des α,β-
ungesättigten Aldehyds des Tetrasaccharids für das Galektin-1C2S könnte eine kovalente 
Bindung der reaktiven Doppelbindung mit dem Galektin sein. Dies könnte durch Michael-
Addition mit einer nukleophilen Seitenkette wie Lysin oder Cystein vonstatten gehen. 
Durch SDS-PAGE-Analytik von Galektin-1C2S, welches mit unterschiedlichen Liganden 
inkubiert wurde, sollte die Hypothese einer kovalenten Bindung untersucht werden. Als 
Vergleichssubstanzen dienten das Aldehyd des Disaccharids, welches lediglich eine 
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Aldehydgruppe trägt, die mit Lysinresten des Galektins zur Schiff`schen Base reagieren 
kann, sowie das α,β-ungesättigte Aldehyd des Disaccharids, welches dieselben reaktiven 
Gruppen wie das entsprechende Tetrasaccharid trägt. Beide Vergleichssubstanzen weisen 
jedoch trotz ähnlicher funktioneller Gruppen im Inhibitionstest keine Bindung an das 
Galektin-1C2S auf. 
Abbildung 4.42: SDS-PAGE-Analytik von Galektin-1C2S welches mit unterschiedlichen Liganden 
vorinkubiert wurde. 
Von links nach rechts sind Galektin-1C2S-Proben, die ohne Ligand (1), mit Tetrasacharid- α,β-ungesättigtem 
Aldehyd (2), Disaccharid-6-Aldehyd (3) und Disaccharid- α,β-ungesättigtem Aldehyd (4) über Nacht 
vorinkubiert wurden, sowie der Marker (5) aufgetragen. Dabei wurde 2,5-facher molarer Überschuss (A) und 
100-facher molarer (B) Überschuss der Liganden gegenüber dem Galektin-1C2S eingesetzt. 
 
Diese Untersuchung macht deutlich, dass die Bindung des Galektins-1C2S an das 
Tetrasaccharid-α,β-ungesättigte-Aldehyd sehr stark und vermutlich kovalent ist, da bereits 
bei 2,5-fachem Überschuss eine deutliche zweite Bande zu erkennen ist (siehe Abbildung 
4.42). Diese kann durch die Vergrößerung des Molekulargewichts durch den Liganden 
zustande kommen. Der detektierte Unterschied im Molekulargewicht beträgt für das 
Tetrasacharid-α,β-ungesättigte Aldehyd ca. 1,9 kDa und entspricht somit in etwa dem 
doppelten Molekulargewicht des Liganden. Die größere Verschiebung kann dadurch 
erklärt werden, dass der Glykananteil nicht durch SDS gebunden wird und somit nicht 
negativ geladen vorliegt und demnach die Laufgeschwindigkeit im SDS-Gel weiter 
reduziert, als durch den reinen Größenunterschied anzunehmen ist. Entsprechend 
verschiebt das Disaccharid des α,β-ungesättigten Aldehyds, mit einem Molekulargewicht 
von 565 g/mol, die Galektin-1C2S-Bande um ca. 1 kDa. Anhand dieser Daten kann 
vermutet werden, dass das α,β-ungesättigte Aldehyd eine Reaktivität oder zumindest eine 
sehr starke Bindung mit dem Galektin-1C2S aufweist und das Tetrasaccharid α,β-
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ungesättigte Aldehyde durch die Bindung an das Galektin die Bindetasche für die ASF-
Bindung unzugänglich macht. Eventuell reicht die Größe des Disaccharid-α,β-
ungesättigtem Aldehyd nicht aus, um -trotz Bindung an das Galektin-1C2S- die 
Bindetasche vollständig zu blockieren, so dass trotzdem noch Bindung an ASF möglich ist. 
Diese Hypothese würde erklären, warum im Inhibitions-ELISA keine Inhibition detektiert 
wird, im SDS-Gel jedoch eine Verschiebung des Molekulargewichts, also ein Bindesignal 
wahrgenommen wird. 
Der gleiche Versuch wurde für das Galektin-3 ebenfalls durchgeführt. Dazu wurde das 
Protein zusätzlich über Laktose-Agarose-Affinitätschromatographie aufgereinigt, um 
weniger störende Banden durch Verunreinigungen zu detektieren. Es wird deutlich, dass 
der Ligand anscheinend weniger Einfluss auf das Laufverhalten des Galektins-3 im Gel 
hat, als beim Galektin-1C2S. Lediglich bei der Inkubation mit sehr hohem Überschuss an 
Tetrasaccharid-α,β-ungesättigtem Aldehyd liegt eine leichte Verschiebung der Bande nach 
oben vor (siehe Abbildung 4.43 B3). Einschränkend muss jedoch erwähnt werden, dass die 
prozentuale Molekulargewichtserhöhung durch eine mögliche Ligandenbindung beim 
Galektin-3 deutlich geringer ist als beim Galektin-1C2S und dementsprechend schwieriger 
im SDS-Gel detektiert werden kann. 
Abbildung 4.43: SDS-PAGE-Analytik von Galektin-3 welches mit unterschiedlichen Liganden 
vorinkubiert wurde. 
Von links nach rechts sind der Marker (1) und die Proben, die ohne Ligand (2), mit Tetrasacharid- α,β-
ungesättigtem Aldehyd (3), Disaccharid-6-Aldehyd (4) und Disaccharid- α,β-ungesättigtem Aldehyd (5) über 
Nacht vorinkubiert wurden, aufgetragen. Dabei wurde zum einen 2,5-facher Überschuss (A) und zum 
anderen 100-facher (B) Überschuss der Liganden eingesetzt. 
 
Zur weiteren Analytik wurde ein biotinyliertes Derivat des Tetrasacharid- α,β-
ungesättigten Aldehyd, sowie des unmodifizierten Tetrasaccharids hergestellt, um diese im 
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Anschluss an die SDS-PAGE-Analytik im Western-Blot mithilfe einer Streptavidin-
peroxidase nachzuweisen. Dies wurde von Anna Eisele im Rahmen ihrer Diplomarbeit 
durchgeführt. Die Zucker wurden dazu am Linker mit Biotin-PEG-NHS modifiziert (siehe 
4.1.4). Durch den Linker und die zusätzliche PEG-Gruppen sollte ein größerer Abstand 
zwischen der Zuckereinheit, welche mit dem Galektin interagiert und dem Biotin erzeugt 
werden, um mögliche sterische Störungen zu verringern. Zunächst wurden die 
biotinylierten Proben im Inhibitions-Test auf ihre Galektin-Bindung untersucht, um ihren 
Einsatz als Analoga zu verifizieren. Dabei zeigte sich ein Bindeverhalten, welches mit den 
nicht-biotinylierten Derivaten vergleichbar ist (siehe Abbildung 4.44). Auch das 
biotinylierte α,β-ungesättigte Aldehyd des Tetrasaccharids zeigte eine besonders gute 
Bindung zum Galektin-1C2S, wohingegen die Bindung an das Galektin-3 für alle 
getesteten Saccharide vergleichbar war. 
Abbildung 4.44: Inhibitionsdaten unterschiedlicher Glykane mit Galektin-1C2S und Galektin-3 
●-Tetrasaccharid-, ■-α,β-ungesättigtes Aldehyd des Tetrasaccharid-linker-tBoc, ●-Tetrasaccharid-, ■-α,β-
ungesättigtes Aldehyd des Tetrasaccharid-linker-Biotin 
A. Inhibition von Galektin-1C2S mit unterschiedlichen Sacchariden, bei einer Galektin-1C2S-Konzentration 
von ca. 7 µM. Für die Kurven der α,β-ungesättigten Aldehyde wurde jeweils ein Datenpunkt bei 500 µM 
gleich Null gesetzt, um eine bessere Kurvenanpassung zu ermöglichen. Es wird deutlich, dass die am Linker 
biotinylierten Saccharide generell vergleichbare Inhibitionskurven aufweisen, wie die anderen Glykane. 
B: Inhibition von Galektin-3 mit unterschiedlichen Sacchariden, bei einer Galektin-3-Konzentration von 
3,5 µM. Für das Tetrasaccharid- α,β-ungesättigte Aldehyd-linker-Biotin wurde zusätzlich bei einer 
Inhibitorkonzentration von 1000 µM ein Wert von Null angenommen, um den Kurvenverlauf näher an den 
Nullpunkt zu zwingen. Alle Saccharide weisen in etwa den gleichen Kurvenverlauf auf. 
 
Somit konnten die modifizierten Zucker als Analoga im SDS-Gel und Western-Blot 
verwendet werden. Ein SDS-Gel, bei welchem das Galektin-1C2S mit den 
unterschiedlichen Zuckern inkubiert wurde, zeigte auch mit dem biotinylierten α,β-
ungesättigten Aldehyd des Tetrasaccharids eine Verschiebung des Molekulargewichts hin 
zu größeren Massen. Aufgrund des erhöhten Molekulargewichts des Liganden (1303 g/mol 
durch Kopplung des PEG-Biotins) fällt diese Verschiebung mit ca. 3 kDa auch 
A      B 
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entsprechend größer aus (siehe Abbildung 4.45 A Reihe 4). Im Blot mit einer Streptavidin-
Peroxidase konnte die im Molekulargewicht erhöhte Bande detektiert werden (siehe 
Abbildung 4.45 B Reihe 4).  
Abbildung 4.45: Coomassie gefärbtes SDS-PAGE-Gel und Western-Blot des Galektins-1C2S, welches 
mit unterschiedlichen Liganden vorinkubiert wurde 
Gezeigt sind Coomassie gefärbtes SDS-PAGE-Gel (A) und Streptavidinperoxidase-Western-Blot (B). Als 
Kontrolle wurde biotinyliertes Griffonia simplicifolia-Lektin (Vectorlabs) verwendet (1). Aufgetragen sind 
jeweils von links nach rechts Galektin-1C2S (2), Galektin-1C2S welches mit je 2,5-fachem Überschuss 
Tetrasaccharid- α,β-ungesättigtem Aldehyd (3) oder biotinyliertem Tetrasaccharid- α,β-ungesättigtem 
Aldehyd (4) vorinkubiert wurde und ein Marker (5). 
Im Gel werden die Masse-Verschiebungen deutlich, welche sich je nach Zucker unterscheiden. Im Blot wird 
die Kontrolle deutlich angefärbt und die nach oben verschobene Bande nach Inkubation mit biotinyliertem 
Tetrasaccharid- α,β-ungesättigtem Aldehyd schwach gefärbt. 
 
Zusätzlich wurde überprüft, ob die Interaktion des Galektins mit dem biotinylierten Glykan 
über die CRD vermittelt wird. Dazu wurde während der Inkubation des Galektins-1C2S 
mit dem α,β-ungesättigten Aldehyd des Tetrasaccharid-linker-Biotin die Bindung mit 
Laktose kompetitiv inhibiert. Die Laktose lag dabei im 2000-fachen Überschuss vor, so 
dass sie die CRD gegen Bindung des biotinylierten Liganden blocken konnte. In den so 
vorbereiteten Proben konnte keine Molekulargewichtsverschiebung im SDS-Gel oder Blot 
detektiert werden (siehe Abbildung 4.46 Reihe 5 und 6). Dies legt nahe, dass die Bindung 
des α,β-ungesättigten Aldehyds des Tetrasaccharids über die Bindung in der CRD 
vermittelt wird und durch andere Glykanliganden, die mit derselben Bindestelle 
interagieren, reduziert werden kann.  
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Abbildung 4.46: Coomassie gefärbtes SDS-PAGE-Gel und Western-Blot des Galektins-1C2S, welches 
mit unterschiedlichen Liganden kompetitiv vorinkubiert wurde 
Gezeigt sind Coomassie gefärbtes SDS-PAGE-Gel (A) und Streptavidinperoxidase-Western-Blot (B) von 
dem Galektin-1C2S (1), dem Galektin-1C2S, welches mit 5-fachem Überschuss Tetrasaccharid- α,β-
ungesättigtem Aldehyd (2) oder mit biotinyliertem Tetrasaccharid- α,β-ungesättigtem Aldehyd (3) 
vorinkubiert wurde. Außerdem wurden die Proben aus 2 und 3 zusätzlich mit 2000-fachem Überschuss von 
Laktose inkubiert (5, 6). Zum Größenvergleich wurde ein Marker (4) aufgetragen. 
Im Gel werden die Masse-Verschiebungen deutlich, welche sich je nach Zucker unterscheiden. In den 
Proben, die zusätzlich mit Laktose inkubiert wurden (5, 6) ist keine oder kaum eine Massenverschiebung zu 
erkennen. Im Blot wird die zu höherem Molekulargewicht verschobene Bande, aber auch die Banden auf 
Höhe des Galektins-1C2S angefärbt, welche mit dem biotinylierten Liganden vorinkubiert wurden. 
 
Zum Teil konnte auch die Bande auf Höhe des nicht-modifizierten Galektins-1C2S im Blot 
detektiert werden (siehe Abbildung 4.46). Dies lässt darauf schließen, dass entweder ein 
Teil des modifizierten Galektins auch in der unteren Bande enthalten ist, oder eine 
unspezifische Wechselwirkung der Streptavidinperoxidase vorkommt. Möglich wäre auch, 
dass eine Verunreinigung des Glykans z.B. mit PEG-Biotin, dessen Masse im MS-
Spektrum ebenfalls detektiert werden konnte, mit dem Galektin-1C2S interagiert und in 
der Bande auf Höhe des unmodifizierten Galektins-1C2S detektiert wird. Da bei manchen 
Messungen jedoch auch Proben, die keinerlei biotinyliertes Material enthalten, angefärbt 
wurden, ist eine unspezifische Bindung die wahrscheinlichste Erklärung. 
Um zu untersuchen, in wiefern der Nachweis des biotinylierten α,β-ungesättigtem Aldehyd 
des Tetrasaccharids spezifisch für das Galektin-1C2S ist, wurde ein analoger Versuch mit 
dem Galektin-3 durchgeführt (siehe Abbildung 4.47). Dabei wird deutlich, dass in der 
Probe, welche mit dem biotinylierten Tetrasaccharid-α,β-ungesättigtem Aldehyd inkubiert 
wurde, Banden mit höherem Molekulargewicht auftauchen, die deutlich mit der 
Streptavidinperoxidase angefärbt werden (siehe Abbildung 4.47 Reihe 2). Im Gegensatz 
dazu bleibt die Probe, welche mit dem biotinylierten Tetrasaccharid vorinkubiert wurde im 
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Vergleich zum freien Galektin-3 unverändert (siehe Abbildung 4.47 Reihe 6). Das Signal 
des biotinylierten Tetrasaccharid-α,β-ungesättigtem Aldehyd wird durch Kompetition mit 
Laktose reduziert, was auf eine glykanvermittelte Wechselwirkung des Galektins-3 mit 
dem Liganden hindeutet (siehe Abbildung 4.47 Reihe 3). Neben dem starken Signal des 
biotinylierten Tetrasaccharid-α,β-ungesättigtem Aldehyd konnten auch schwächere 
unspezifische Signale bei allen Proteinbanden detektiert werden. 
Dieser Versuch deutet auf ebenfalls kovalente Interaktionen des Galektins-3 mit dem 
Tetrasaccharid-α,β-ungesättigtem Aldehyd hin, welche in den vorangegangenen Tests 
aufgrund der geringeren Sensitivität der Coomassie-Färbung nicht detektiert werden 
konnte (siehe Abbildung 4.43). 
Abbildung 4.47: Western-Blot des Galektins-3, welches mit unterschiedlichen Liganden kompetitiv 
vorinkubiert wurde 
Streptavidinperoxidase-Western-Blot von dem Galektin-3 (1), dem Galektin-3, welches mit 5-fachem 
Überschuss biotinyliertem Tetrasaccharid- α,β-ungesättigtem Aldehyd (2) oder mit biotinyliertem 
Tetrasaccharid (6) vorinkubiert wurde. Außerdem wurden die Probe aus 2 mit 2000-fachem Überschuss von 
Laktose inkubiert (3). Als weitere Kontrolle diente eine Probe, die nur mit 2000-fachem Überschuss Laktose 
vorinkibiert wurde (4). Zum Größenvergleich wurde ein Marker (5) aufgetragen. 
Im Blot wird eine zu höherem Molekulargewicht verschobene Bande in der mit dem biotinyliertem 
Tetrasaccharid- α,β-ungesättigtem Aldehyd versetzten Probe detektiert (2). Durch Zugabe von Laktose wird 
diese Bande wieder schwächer (3), was auf eine Bindung in der CRD hindeutet. Weitere Proteinbanden sind 
unspezifisch angefärbt. 
 
Die biotinylierten Glykane wurden auch auf Streptavidin-beschichteten Platten 
immobilisiert und zur Analytik der Galektinbindung eingesetzt. Es stellte sich heraus, dass 
das Bindesignal des Galektins-1C2S auf dem α,β-ungesättigtem Aldehyd des 
Tetrasaccharids geringer ausfiel als auf dem unmodifizierten Tetrasaccharid. Das Galektin-
3 wies zwar ein höheres Signal auf dem immobilisierten α,β-ungesättigten Aldehyd des 
Tetrasaccharids als auf dem unmodifizierten Tetrasaccahrid auf, die Signalstärke war aber 
ebenfalls gering. Das generell schwache Bindesignal könnte mit einer schlechten 
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Zugänglichkeit der Saccharide und einer geringen Belegungsdichte auf der Platte 
begründet werden. Außerdem war die Bindung auf beiden Glykanstrukturen mit LacNAc-
linker-tBoc zumindest teilweise inhibierbar. Unter den hier untersuchten 
Immobilisierungsbedingungen scheint das α,β-ungesättigte Aldehyd des Tetrasaccharids 
also kein optimaler Ligand zu sein und auch nicht kovalent gebunden zu werden.  
4.2.3 Bindung von Galektinen auf immobilisierten poly-LacNAc-linker-
Glykanen 
Ein weiterer Analytikschritt zur Evaluierung der Galektinbindung an unterschiedliche 
Glykanstrukturen, bestand in der Bindung der Galektine an immobilisierte Glykane. Dies 
bietet eine Bindesituation, die dem natürlichen Gefüge auf einer Zelle mehr entspricht als 
der durchgeführte Inhibitionstest, in der Auswertung aber weniger Informationen über die 
Bindegüte  liefert. Durch die Immobilisierung werden die Glykane ähnlich wie auf einer 
biologischen Oberfläche multivalent präsentiert. Dieser Aufbau kann auch zur Gestaltung 
von Biomaterialoberflächen eingesetzt werden (Beer et al. 2012b; Römer und Elling 2011; 
Sauerzapfe et al. 2009). In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Immobilisierung der 
synthetisierten Glykanderivate über die Linkerstruktur. Diese wurde dazu unter sauren 
Bedingungen von der Schutzgruppe befreit und anschließend über Dowex-Material 
entsäuert. Die freie Aminogruppe diente der Immobilisierung auf aminoreaktiven Platten. 
Zur Kontrolle, ob das Entschützen Einfluss auf die Bindeeigenschaften des Glykans hat, 
wurde ein entschütztes Tetrasaccharid weiter untersucht. Zum einen wurde mittels ESI-MS 
die Masse kontrolliert (Theoretische Molmasse: 849,85 g/mol; [M+H]
+
 = 850,85; 
gemessen m/zpositivierModus = 850,5) und somit nachgewiesen, dass die Glykaneinheit nicht 
unter den sauren Bedingungen zerstört wird.  
Zum anderen wurden ein entschütztes Tetrasaccharid im Inhibitions-ELISA mit Galektin-
1C2S und Galektin-3 auf seine Inhibitionswirkung im Vergleich zu einem geschützten 
Tetrasaccharid untersucht. Dabei zeigten ge- und entschütztes Saccharid vergleichbare 
Verläufe (siehe Abbildung 4.48). 
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Abbildung 4.48: Exemplarische Inhibitionsdaten der Galektine-1C2S und -3 mit Tetrasaccharid-
linker-tBoc und Tetrasaccharid-linker-NH2 
●-Tetrasaccharid-linker-tBoc, ●-Tetrasaccharid-linker-NH2 
A: Inhibition von Galektin-1C2S mit unterschiedlichen Sacchariden, bei einer Galektin-1C2S-Konzentration 
von 1,1 µM. Zur Berechnung der Kurve des entschützten Saccharids wurde ein zusätzlicher Datenpunkt bei 
100.000 µM Inhibitor mit einem Bindesignal von 0 angenommen. Es sind Mittelwerte zweier Messwerte 
gezeigt. Es ist zu erkennen, dass beide Saccharide ähnlich inhibieren. 
B: Inhibition von Galektin-3 mit unterschiedlichen Sacchariden bei einer Galektin-3-Konzentration von 
29 µM. Es ist eine Einfachbestimmung gezeigt. Auch für das Galektin-3 sind die Kurvenverläufe etwa 
vergleichbar, mit einer leichten Präferenz für das entschützte Saccharid. 
 
Die Immobilisierung der Zucker an die aminoreaktive Platte konnte mithilfe der 6-
biotinylierten Glykane (siehe 4.1.3.7) nachgewiesen werden (siehe Abbildung 4.49). Dazu 
wurde 1 mM Glykan über Nacht immobilisiert und anschließend mithilfe einer 
Streptavidinperoxidase und folgendem Umsatz von OPD-Substrat detektiert.  
Abbildung 4.49: Nachweis der Immobilisierung biotinylierter Zucker mit Streptavidinperoxidase 
Nach Immobilisierung von 1 mM unterschiedlicher Glykane über Nacht, Waschen und Blocken der 
Kavitäten, wurden die biotinylierten Zucker mit Streptavidinperoxidase nachgewiesen. Das Signal wurde 
nach OPD-Umsatz und Abstoppen mit HCl bei 492 nm detektiert. Dargestellt sind Mittelwerte von 
Doppelbestimmungen ohne Abzug eines Nullsignals. Ein Signal in der Größenordnung des Nullsignals kann 
für die nicht-biotinylierten Zucker detektiert werden, wohingegen die 6-biotinylierten Glykane zu einem 
hohen und vergleichbaren Signal führen. 
 
Das Signal war mit einem Wert von nahezu 1 sehr deutlich, was auf eine erfolgreiche 
Immobilisierung hinweist. Außerdem waren die Signalintensitäten für die drei 
A       B 
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untersuchten 6-biotinylierten Glykane vergleichbar, was wiederum auf eine ähnliche 
Belegungsdichte der Glykane auf den Platten schließen lässt (siehe Abbildung 4.49). 
Für alle Versuche wurde eine feste Konzentration der Glykane von 1 mM eingesetzt. Die 
Galektinkonzentration schwankte in den einzelnen Versuchen zwischen 35 und 230 µM, es 
konnte aber kein Zusammenhang zwischen der Konzentration und den Bindedaten erkannt 
werden, so dass davon ausgegangen wird, dass die Messungen für die unterschiedlichen 
Konzentrationen untereinander vergleichbar sind. Song et al. zeigten, dass in diesem 
Konzentrationsbereich eine Vielzahl von Glykanen mit recht geringer Selektivität 
gebunden wird, wohingegen eine Reduktion der Galektinkonzentration unter 1 µM im 
Glykanarray zu spezifischeren Bindesignalen führte (Song et al. 2009b). Eine solch 
drastische Reduktion der Galektinkonzentration ist jedoch im vorliegenden Versuchs-
aufbau nicht möglich. 
4.2.3.1 Bindung an immobilisierte lineare poly-LacNAc-linker-Glykane 
Zunächst wurden die Bindedaten wiederum für lineare poly-LacNAc-linker-Saccharide 
untersucht. Dies diente der umfassenden Analytik der Galektinbindung an poly-LacNAc-
Glykane und als Basis für die weiteren Versuche mit unterschiedlichen modifizierten 
Glykanen, um so die Vergleichbarkeit der Werte zu ermöglichen. 
Die Daten auf immobilisierten Zuckern zeigten vergleichbare Tendenzen wie die 
Inhibitionsdaten (siehe Abbildung 4.50). So bindet das Galektin-1C2S in der Regel mit 
einem höheren Signal an Galaktose-terminierte Zucker als an GlcNAc-terminierte. Es ist 
jedoch wiederum eine Bindung auch an GlcNAc-terminierte Zucker zu erkennen, welche 
im Kontrast zu anderen publizierten Daten steht (Leppänen et al. 2005; Stowell et al. 
2008a; Stowell et al. 2004). Allerdings wurde zum Beispiel auch bei Stowell et al. eine 
geringe Bindung an einen GlcNAc-terminierten Zucker detektiert, welche in dieser 
Publikation allerdings mit unvollständiger Degalaktosylierung erklärt wurde (Stowell et al. 
2004). Insgesamt zeigt das Galektin-1C2S ein ansteigendes Bindesignal mit steigender 
Zuckerlänge, was vermutlich mit sterischen Effekten erklärt werden kann (Leppänen et al. 
2005). Eine Bindung an ein Disaccharid ist nicht detektierbar, was vermutlich auch auf 
eine sterische Hinderung dieser Bindung zurückzuführen ist. Ähnliches konnten Stowell et 
al. beobachten, wenn die Bindung von Galektin-1 an Glykane untersucht wurde, die ohne 
Linker an BSA gekoppelt wurden. Laktose konnte in dieser Form nicht erkannt werden 
und längerkettige Saccharide zeigten einen Anstieg der Bindungsgüte mit steigender 
Kettenlänge (Stowell et al. 2004). Ein ähnlicher Anstieg der Bindung mit steigender 
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Kettenlänge wurde auch mit Glykanen beobachtet, die über terminal verknüpftes Biotin 
immobilisiert wurden (Leppänen et al. 2005). Dieser Effekt war rein auf den Abstand zur 
Oberfläche zurückzuführen, da die Art der verlängernden Monosaccharideinheiten keinen 
Einfluss auf das Bindesignal hatte (Leppänen et al. 2005). Eine bessere Bindung an sich 
wiederholende LacNAc-Einheiten im Vergleich zu anderen Sacchariden wird für das 
Galektin-1 also nicht beschrieben. Bei Glykanen, die bereits mit einem Linker an Glas-
oberflächen verknüpft sind, konnte von der gleichen Arbeitsgruppe keine Steigerung der 
Galektin-1-Bindung an unterschiedlich lange poly-LacNAc-Glykane detektiert werden. 
Dies kann damit erklärt werden, dass der nötige Abstand bereits über den Linker 
eingebracht wurde (Stowell et al. 2008b). Zusammengefasst deuten diese Publikationen 
darauf hin, dass die in der vorliegenden Studie gemessene erhöhte Galektin-1-Bindung an 
längerkettige Saccharide ausschließlich auf sterische Effekte bzw. den Abstand zur Platte 
zurückzuführen ist. 
Galektin-3 zeigt in der hier durchgeführten Untersuchung ebenfalls ansteigende 
Signalstärke mit steigender Kettenlänge, wobei jedoch (mit Ausnahme des 
Tetrasaccharids) keine Präferenzen für Saccharide, die mit Galaktose terminiert sind, 
detektiert werden konnten (siehe Abbildung 4.50). Die Steigerung der Bindung kann 
wiederum mit sterischen Effekten erklärt werden. Zusätzlich kann aber auch die Bindung 
an repetitive LacNAc-Einheiten besser sein. Dieser Effekt wurde in den Inhibitionsstudien 
in dieser Arbeit bereits gezeigt und ist mehrfach in der Literatur beschrieben (Hirabayashi 
et al. 2002; Rapoport et al. 2008; Stowell et al. 2008a). Beispielsweise zeigten Stowell et 
al. eine Steigerung der Bindung des Galektins-3 an immobilisiertes Hexasaccharid im 
Vergleich zu Tetrasaccharid oder Laktose, obwohl ein langer Linker gewählt wurde, 
welcher zu keinerlei sterischen Störungen beim Galektin-1 führte. Dies legt eine 
verbesserte Bindung des Galektins-3 an repetitive LacNAc-Einheiten nahe (Stowell et al. 
2008b). Auch in anderen Studien wurde, wie bereits bei den Inhibitionsdaten erläutert 
(siehe 4.2.2), eine verbesserte Bindung an längerkettige poly-LacNAc-Saccharide belegt 
(Hirabayashi et al. 2002; Rapoport et al. 2008). Es muss jedoch erwähnt werden, dass die 
Steigerung des Galektin-3-Bindesignals mit steigender Kettenlänge zum Teil schlecht 
reproduzierbar war und die besonders gute Bindung an längere Saccharide nicht bei allen 
Messungen auftrat. Dabei scheint eine leichte Präferenz für das Tetrasaccharid detektierbar 
zu sein, welche nicht anhand der Inhibitionsdaten erklärt werden kann. Möglicherweise 
weicht die Konzentration dieses Glykans leicht ab, wodurch das Signal etwas verstärkt 
wird.  
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Abbildung 4.50: Bindedaten der Galektine-1C2S und -3 auf immobilisierten poly-LacNAc-linker-NH2-
Glykanen 
Dargestellt ist die Absorption nach Detektion der Galektine-1C2S (■) und -3 (■) mit einer Anti-His6-
Peroxidase und anschließendem OPD-Umsatz. Galektinkonzentrationen zwischen 35 und 230 µM wurden 
auf jeweils 1 mM zur Immobilisierung eingesetztem Glykan inkubiert. Die Werte wurden aus 6-7 
unabhängigen Versuchen gemittelt. 
Zu erkennen ist ein generell ansteigendes Signal mit ansteigender Kettenlänge für die Bindung beider 
Galektine, wobei das Galektin-1C2S eine Präferenz für Galaktose-terminierte Glykane aufweist. 
 
4.2.3.2 Bindung an immobilisierte modifizierte poly-LacNAc-linker-Glykane 
Die Bindung von Galektin-1C2S und Galektin-3 an modifizierte poly-LacNAc-linker-
Glykane wurde ebenfalls über die direkte Bindung der Galektine an immobilisierte 
Glykane untersucht. 
Auf Bindestudien mit immobilisierten 6-Aldo-Produkten und α,β-ungesättigten Aldehyden 
der poly-LacNAc-linker-Saccharide wurde verzichtet, da diese aufgrund ihrer 
funktionellen Gruppen zur Oligomerisierung oder zu Ringschlüssen befähigt sind. Solche 
Reaktionen würden die Menge immobilisierter Glykane verändern und durch 
Oligomerisierung würden undefinierte Kettenlängen und Abstandseffekte entstehen. 
Außerdem wies das entschützte α,β-ungesättigte Aldehyd des Tetrasaccharid-linker-tBoc, 
wie bereits erläutert (siehe Abbildung 4.26), eine geringe Reinheit auf, so dass Effekte 
durch Verunreinigungen nicht ausgeschlossen werden konnten. Demnach wurden lediglich 
die 6-biotinylierten Glykane als modifizierte Varianten auf ihre Galektinbindeeigen-
schaften nach Immobilisierung untersucht. 
Die Immobilisierung von entschützten biotinylierten Zuckern war möglich, da die 
Aldehydfunktion durch die Ankopplung des Biotins nicht mehr für weitere Reaktionen zu 
Verfügung stand. Mittels HPLC-Analytik konnte die Entschützung kontrolliert werden, da 
die entschützten Zucker aufgrund ihrer freien Aminogruppe im sauren Laufmittel geladen 
vorliegen und somit früh eluieren. Im Gegensatz zu den anderen untersuchten Glykanen 
wurden die biotinylierten Glykane jedoch durch das hydrophobe Biotin etwas 
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zurückgehalten, so dass die unterschiedlichen Kettenlängen voneinander getrennt werden 
konnten (siehe Abbildung 4.51). 
Abbildung 4.51: HPLC-Chromatogramme der entschützten 6-biotinylierten poly-LacNAc-linker-NH2-
Saccharide 
Die Absorption bei 254 nm ist gegen die Retentionszeit aufgetragen. Das Chromatogramm zeigt die 
entschützten 6-biotinylierten Derivate des Di- (schwarz), Tetra- (blau) und Hexasaccharids (magenta) im 
Vergleich mit entschütztem LacDiNAc-terminiertem Tetrasaccharid (braun). Eine kurze Retentionszeit, 
bedingt durch die geladene Aminogruppe am Linker, wird für alle Derivate detektiert, wobei durch das 
hydrophobe Biotin eine leichte Interaktion mit der Säule auftritt, die zu einer Trennung der einzelnen 
Substanzen führt, wohingegen das LacDiNAc-terminierte Tetrasaccharid im Totvolumen der Säule eluiert. 
 
Beispielhaft wurde das biotinylierte Tetrsaccharid-NH2 mittels ESI-MS verifiziert 
(Theoretische Molmasse: 1203,34 g/mol; [M+2H]
2+
 = 602,67; gemessen m/zpositivierModus = 
602,6).  
Die Bindung der Galektine-1C2S und -3 an die biotinylierten Glykane wurde im Vergleich 
zur Bindung an unmodifizierte Glykane analysiert. Dabei wurde vor allem für das 
Galektin-3 eine besonders starke Bindung an biotinylierte Glykane deutlich (siehe 
Abbildung 4.52).  
Abbildung 4.52: Repräsentative Bindedaten des Galektins-3 an immobilisierte Glykane 
Bindung von 61 µM Galektin-3 an jeweils 1 mM immobilisiertes Glykan. Es wird deutlich, dass das 
Galektin-3 verstärkt an biotinylierte Glykane bindet. 
 
Die Signalstärke stieg dabei für die Bindung an biotinylierte Glykane auf mindestens das 
5-fache an. Lediglich auf dem biotinylierten Disaccharid ist keine Bindung möglich. Dies 
ist entweder damit zu erklären, dass die einzige Galaktose modifiziert ist und keine 
LacDiNac-term. Tetra 
Hexa Biotin 
Tetra-Biotin 
Di-Biotin 
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Bindung an innen-liegende Galaktosereste möglich ist, oder durch die reduzierte 
Zugänglichkeit des Disaccharids, da auch an unmodifiziertem Disaccharid keine Bindung 
detektiert werden kann. Die starke Bindung des Galektins-3 an biotinyliertes Tetra-
saccharid-linker-NH2 war mit LacNAc-linker-tBoc inhibierbar (siehe Abbildung 4.53), 
jedoch nicht mit BACH, so dass von einer zuckervermittelten Wechselwirkung, also 
Bindung in der carbohydrate recognition domain ausgegangen werden kann. Eine genaue 
Erklärung für die verstärkte Bindung konnte bisher nicht gefunden werden. Da im 
Inhibitionstest keine Vergrößerung der inhibitorischen Kraft durch die Biotinylierung 
detektiert werden konnte (auch nicht auf Laminin), scheint der Effekt spezifisch für die 
Bindung an immobilisierte Glykane zu sein. Eventuell wird auch die Oligomerisierung des 
Galektins-3 beeinflusst.  
Abbildung 4.53: Inhibition der Galektin-3-Bindung an immobilisiertes 6-biotinyliertes Tetrasaccharid 
Dargestellt ist die Bindung von 14,5 µM Galektin-3 an immobilisiertes 6-biotinyliertes Tetrasacharid und die 
kompetitive Inhibition dieser Bindung mit jeweils 1 mM LacNAc-linker-tBoc und BACH. Es wird deutlich, 
dass die Bindung über die CRD geschieht und vollständig durch LacNAc-linker-tBoc aufgehoben werden 
kann. 
 
Die Bindedaten auf biotinylierten Glykanen lieferten für das Galektin-1C2S inhomogene 
Ergebnisse, so dass über die Bindung des Galektins-1C2S an diese Glykane keine Aussage 
möglich ist. Auch nach Feinreinigung über Laktose-Agarose konnte kein eindeutiger Trend 
zur Bindung an biotinylierte Glykane identifiziert werden. 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass in dieser Arbeit lineare poly-LacNAc-linker-tBoc-
Oligosaccharide und modifizierte Varianten dieser mit zwei unterschiedlichen Test-
verfahren auf ihre Bindung an zwei unterschiedliche Galektine untersucht wurden. Im 
Hinblick auf die natürlichen Liganden wurde dabei die Literaturlage weitgehend bestätigt. 
Bei den mit Galaktoseoxidase modifizierten Liganden zeigte sich, dass selbst geringe 
Modifikationen wie die Oxidation der C6-Hydroxylgruppe einen starken Einfluss auf die 
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Bindung haben. Alle modifizierten Disaccharide wurden im Inhibitionstest weder von 
Galektin-1C2S noch von Galektin-3 gebunden. Besonders hervorzuheben sind die α,β-
ungesättigten Aldehyde des Tetra- und Hexasaccharids, welche sich durch eine besonders 
gute Bindung des Galektins-1C2S in Lösung auszeichnen. Diese Bindung kann selbst 
durch rigide Bedingungen (Probenvorbereitung bei der SDS-PAGE) nicht gelöst werden. 
Die 6-biotinylierten Tetra- und Hexasaccharide zeigen im Inhibitionstest Selektivität für 
das Galektin-3, da die Galektin-3-Bindung gleichbleibt, wohingegen die Bindung an 
Galektin-1C2S reduziert ist. In ihrer immobilisierten Form werden sie besonders gut vom 
Galektin-3 gebunden. Diese Wechselwirkung kann nicht vollständig erklärt werden, ist 
aber glykanvermittelt. 
4.2.4 Versuche zum Aufbau einer künstlichen extrazellulären Matrix 
Eine mögliche Anwendung der Galektine besteht im Aufbau einer künstlichen 
extrazellulären Matrix aus Glykanen, Galektinen und ECM-Proteinen wie Laminin oder 
Fibronektin. Die extrazelluläre Matrix bildet die natürliche Umgebung der Zellen und wird 
deshalb auch als Beschichtung im tissue engineering nachgeahmt (Kim und Mooney 1998; 
Rosso et al. 2004). Galektine als Bestandteil der extrazellulären Matrix, können eine 
sinnvolle Komponente der Beschichtung sein. Für unterschiedliche Galektine wurden 
bereits Funktionen in der Zelladhäsion an natürliche und künstliche Oberflächen 
beschrieben (Chen et al. 2005; Kuwabara und Liu 1996; Levy et al. 2001; Marcon et al. 
2005; Matarrese et al. 2000; Römer und Elling 2011; Zick et al. 2004). Ein komplexer 
Aufbau aus Glykanen, Galektinen und ECM-Proteinen könnte die Beschichtung 
optimieren, indem die einzelnen Bestandteile flexibel aneinander gebunden, aber auch 
wieder gelöst werden können. Durch die reversible Bindung der ECM-Proteine über 
Galektine an eine mit Zuckern beschichtete Oberfläche, können beispielsweise ECM-
Proteine auf der Oberfläche umgelagert werden und so optimal von drauf wachsenden 
Zellen in ihren Verbund integriert werden. Dies wurde bereits in Kooperation mit der AG 
Groll für einen Aufbau mit dem Modell-Lektin CGL2 gezeigt (Beer et al. 2012b).  
In der vorliegenden Arbeit sollte ein solcher Aufbau mithilfe humaner rekombinant 
hergestellter Galektine weiter charakterisiert werden. Dazu wurden die Bindeeigenschaften 
dreier humaner Galektine auf Asialofetuin miteinander verglichen (siehe 4.2.2.1) und die 
Quervernetzung mit den ECM-Proteinen Laminin und Fibronektin untersucht (siehe 
4.2.4.1). Die getesteten Galektine-1, -3 und -8 repräsentieren die drei Familien der 
Galektine. 
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4.2.4.1 Quervernetzung mit ECM-Glykoproteinen 
Die Möglichkeit der Oligomerisierung der unterschiedlichen Galektine und somit der 
Quervernetzung unterschiedlicher Glykanstrukturen sollte durch einen Sandwich-ELISA 
untersucht werden. Bei diesem wurde ein ECM-Glykoprotein mithilfe der Galektine an 
immobilisiertes ASF gebunden. Die Quervernetzung hängt dabei sowohl von der Affinität 
des Galektins zum Glykanliganden des Proteins als auch von den Oligomerisierungs-
eigenschaften ab. Die drei untersuchten Galektine unterscheiden sich in ihrer drei-
dimensionalen Anordnung der Bindedomänen, so dass sie den drei bekannten 
Galektinfamilien zugeordnet werden können. Diese unterscheiden sich in ihrer 
Oligomerisierung, wobei das Galektin-1 als Prototyp-Galektin konzentrationsabhängig 
Dimere mit sich selbst bildet, das Galektin-3 über seine Kollagen-ähnliche Domäne 
oligomerisiert und vermutlich Pentamere ausbildet, wohingegen das Galektin-8, ein 
tandem-repeat Galektin, zwei kovalent miteinander verbundene Galektinbindetaschen 
besitzt (Barondes et al. 1994b; Cooper 2002). 
Für diesen Versuch wurden zwei ECM-Glykoproteine ausgewählt, die generell von allen 
getesteten Galektinen erkannt werden sollten, sich jedoch aufgrund ihrer spezifischen 
Glykosylierung in der Bindung unterscheiden: 
Laminin ist ein hochglykosyliertes Protein, bei dem mindestens 12% bis 15% des 
Molekulargewichts von N-Glykanen ausgemacht wird (Tanzer et al. 1993). Ein Teil dieser 
N-Glykane gehört zur Gruppe der komplexen N-Glykane und trägt terminale 
Galaktosereste, die als Bindepartner der Galektine dienen können. Etwa ein Drittel der 
Glykane präsentiert poly-LacNAc-Oligomere, welche besonders gut von Galektin-3 
(Arumugham et al. 1986; Knibbs et al. 1989; Sato und Hughes 1992) und der C-terminalen 
Galektin-8-Domän erkannt werden (Hirabayashi et al. 2002). Fibronektin ist insgesamt 
weniger glykosyliert und besteht nur zu ca. 5% bis 7% aus Glykanen (Paul und Hynes 
1984). Diese sind fast ausschließlich biantennäre N-Glykane (Murayama et al. 1984; 
Nichols et al. 1986). Die sieben N-Glykane des Plasmafibronektins tragen zwar terminale, 
aber keine repetitiven LacNAc-Einheiten, wodurch die Affinität des Galektins-3 im 
Vergleich zum Laminin reduziert ist (Takamoto et al. 1989). Außerdem trägt Plasma-
fibronektin häufig α2-6- Sialylierungen an der terminalen Galaktose einer LacNAc-Einheit 
(Fukuda et al. 1982), die von keinem der untersuchten Galektine erkannt werden (Leffler 
und Barondes 1986; Stowell et al. 2008a). Die geringe Menge O-glykosidisch verknüpfter 
Zuckerstrukturen trägt vermutlich kaum zur Galektinbindung bei (Patnaik et al. 2006). 
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Abbildung 4.54: Halbmaximale Sättigung der ECM-Proteinquervernetzung auf unterschiedlichen 
Galektinen 
Dargestellt sind die ECM-Protein-Konzentrationen, bei denen halbmaximale Sättigung der Bindung auf ASF 
über unterschiedliche Galektine erreicht wird. Auf der linken Achse sind die Werte für Laminin (■) 
aufgetragen, welches für alle getesteten Galektine in etwa bei gleichen Konzentrationen halbmaximale 
Sättigung erreicht und insgesamt deutlich besser bindet als Fibronektin. Auf der rechten Achse sind die 
entsprechenden Werte für das Fibronektin (■) dargestellt, welches weniger reproduzierbar an die Galektine 
bindet und bereits in geringeren Mengen an Galektin-1C2S im Vergleich zum Galektin-3 und -8 bindet, was 
jedoch in Einzelversuchen nicht reproduzierbar ist. 
 
Alle drei getesteten Galektine weisen eine Bindung zum Laminin auf, die bei deutlich 
niedrigeren Konzentrationen geschieht als beim Fibronektin, so wie es anhand der 
stärkeren Glykosylierung des Laminins zu vermuten ist (siehe Abbildung 4.54). 
Unterschiede in den Bindekurven der drei Galektine lassen sich dabei jedoch aufgrund der 
heterogenen Glykosylierung der ECM-Glykoproteine nicht reproduzieren. Insgesamt 
liefern die Versuche Hinweise auf die Quervernetzungseigenschaften der Galektine, 
können jedoch nur für qualitative Aussagen bezüglich der Binde- und/oder 
Oligomerisierungseigenschaften der Galektine herangezogen werden. Es bleibt zu 
erwähnen, dass Rapoport et al. in einem ähnlichen Versuchsaufbau mit dem Galektin-1 
keine Quervernetzungen detektieren konnten und postulierten, dass dieses mit beiden 
CRDs an das immobilisierte ASF binde, wohingegen das Galektin-3 aufgrund seiner 
höheren Oligomerisierung zur Quervernetzung befähigt ist (Rapoport et al. 2010). Die von 
Rapoport et al. eingesetzte Galektin-1C2S-Konzentration liegt im unteren Bereich der hier 
untersuchten Galektin-1C2S-Konzentrationen, bei denen jedoch bereits eine geringe 
Quervernetzung detektiert werden konnte. 
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4.3 Gerichtete Immobilisierung von Galektinen mithilfe des SNAP-Tags 
Zusätzlich zu den humanen Galektinkonstrukten mit einem N-terminalen His-Tag, die 
bereits in der Arbeitsgruppe vorhanden waren (siehe 8.1.1, 8.1.2 und 8.1.3) (Kupper et al. 
2013; Witten et al. 2011), sollten in der vorliegenden Arbeit Fusionsproteine des 
Galektins-1C2S und des Galektins-3 mit Fluoreszenzproteinen hergestellt werden. Dies 
bietet unterschiedliche Vorteile. Die Galektine können somit direkt über das Fluoreszenz-
signal in einem ELISA-Versuch nachgewiesen werden. Durch unterschiedliche 
Fluoreszenzproteine können auch Mischungen verschiedener Galektine gleichzeitig 
untersucht werden. Des Weiteren können die Fluoreszenzsignale für Anwendungen in 
Zellexperimenten, wie zum Beispiel Durchflusszytometrie (FACS, fluorescence activated 
cell sorting) oder immunhistologische Anfärbungen genutzt werden. Außerdem kann über 
das Fluoreszenzsignal die gelungene Immobilisierung an einer Oberfläche nachgewiesen 
werden und die Stabilität dieser Oberflächenbeschichtung über die Zeit kontrolliert 
werden. Die Fusion mit einem Fluoreszenzprotein ist im Vergleich zur Markierung mit 
Farbstoffen preiswerter und weniger chargenabhängig. Daten zu diesen Fusionsproteinen 
wurden bei „Current pharmaceutical design“ zur Veröffentlichung eingereicht (Kupper et 
al. 2013). 
Neben dem Fluoreszenzprotein wurde ein SNAP-Tag mit den Galektinen fusioniert. Dabei 
handelt es sich um eine Mutante des DNA-Reparierungs-Enzyms O
6
-Alkylguanin-DNA 
Alkyltransferase, die besonders hohe Affinität zu Benzylguanin aufweist. Bei der Reaktion 
des SNAP-Tags mit Benzylguanin wird unter Abspaltung von Guanin eine kovalente 
Bindung des Enzym-Tags mit dem Benzyl eingegangen (siehe Abbildung 3.10) (Engin et 
al. 2010; Gronemeyer et al. 2005). Durch Bindung des Benzylguanins an eine Oberfläche 
kann somit das Zielprotein gerichtet und kovalent an ein Material geknüpft werden. 
Durch diese Art der Immobilisierung bleibt die Faltung des Zielproteins unbeeinflusst, 
wodurch häufig die Aktivität bzw. Funktion besser erhalten bleibt, als bei einer 
ungerichteten kovalenten oder adhäsiven Immobilisierung. Dies wurde zum Beispiel für 
eine Aldo/Keto-Reduktase gezeigt, welche zum einen positions-spezifisch biotinyliert und 
darüber an Streptavidin immobilisiert wurde, zum anderen über unspezifische 
Biotinylierung über Streptavidin immobilisiert wurde und drittens adsorptiv immobilisiert 
wurde. Die spezifische Biotinylierung erfolgte an einem Thiolrest, welcher nach Intein-
Splicing frei wurde. Dabei zeigte das spezifisch immobilisierte Protein eine deutlich 
höhere Aktivität als die auf andere Weise immobilisierten Proteine (Holland-Nell und 
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Beck-Sickinger 2007). Ähnliches wurde auch für die gerichtete Fluoreszenzmarkierung 
einer Glutathion-S-Transferase gezeigt (Taki et al. 2004). Die Fusion mit dem SNAP-Tag 
vereinfacht also die Immobiliserung von funktionstüchtigen Galektinen und bietet somit 
neue Möglichkeiten im Aufbau von Oberflächen. Diese Immobilisierungsmethode wurde 
bereits mit dem Modellenzym Glutathion-S-Transferase untersucht. Dabei zeigte sich, dass 
eine Immobilisierung funktionellen Enzyms unter sehr milden Bedingungen aufgrund der 
hohen Spezifität der Reaktion direkt aus einem Rohextrakt möglich ist (Kindermann et al. 
2003). Außerdem ist eine Immobilisierung an aufgestempeltes Streptavidin möglich, 
indem Biotin über den SNAP-Tag an das Zielprotein gebunden wird (Iversen et al. 2008). 
Es wurde außerdem gezeigt, dass Partikel, die mithilfe der SNAP-Tag-Technologie mit 
einem Cytokin markiert wurden, Signalwege anschalten können und zu Phosphorylierung 
sowie Translokation von bestimmten Transkriptionsfaktoren führen (Recker et al. 2011). 
Diese und andere Beispiele belegen die Möglichkeit der gerichteten Immobilisierung 
aktiver Proteine mithilfe des SNAP-Tags. Somit könnten Oberflächen gezielt mit 
interessanten Proteinen, wie zum Beispiel Galektinen, in ihrer natürlichen, aktiven 
Konformation beschichtet werden. 
4.3.1 Klonierung der Konstrukte 
Die Konstrukte basieren auf einem Plasmid, das freundlicherweise von Tobias Recker 
(Institut für Biochemie, Uniklinikum Aachen, Prof. Dr. Müller-Newen) zur Verfügung 
gestellt wurde. Dabei handelt es sich um einen pET-Vektor, bei dem die Expression über 
einen T7-lac-Promotor reguliert wird. Das Plasmid codiert für ein Fusionsprotein aus His-
Tag, SNAP-Tag, YFP (yellow fluorescence protein) und dem humanen Cytokin Oncostatin 
M (hOSM) (Recker et al. 2011). 
Davon ausgehend wurde zunächst ein gelb-fluoreszierendes Galektin-3-Konstrukt erstellt, 
indem das Gen für das Cytokin durch das Galektin-3-Gen ausgetauscht wurde. Im 
Folgenden wird das Protein als His6-SNAP-YFP-Gal-3 bezeichnet. In einem weiteren 
Schritt wurde durch Hulong Liu ein rot-fluoreszierendes Galektin-1C2S-Konstrukt 
hergestellt, indem schrittweise das Galektin-Gen und anschließend das Fluoreszenzprotein-
Gen ausgetauscht wurden. Das entstandene Konstrukt wird als His6-SNAP-DsRedM-Gal-
1C2S bezeichnet. Die DNA für die monomere DsRed-Mutante wurde ebenfalls von Prof. 
Dr. Müller-Newen (Institut für Biochemie, Uniklinikum Aachen) bereitgestellt. 
Beide Vektoren wurden durch PCR- und Restriktionsanalytik kontrolliert und abschließend 
durch Sequenzierung verifiziert. Dabei wurde das His6-SNAP-YFP-Gal-3-Konstrukt vom 
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Terminator her sequenziert. Die Sequenz stimmt bis in das YFP hinein überein, so dass 
sichergestellt ist, dass das Gen im korrekten Leserahmen vorliegt. Auf eine Sequenzierung 
des restlichen Vektors wurde verzichtet. Beim His6-SNAP-DsRedM-Gal-1C2S-Konstrukt 
wurde sowohl vom Terminator als auch vom Promotor aus sequenziert. Lediglich ein 
kleiner Teil des DsRedM wurde dabei nicht sequenziert. Die Vektorkarten und Sequenzen 
sind in 8.2 und 8.1 angegeben. 
4.3.2 Expression und Aufreinigung der Fusionsproteine 
Beide Fusionsproteine wurden in E.coli Rosetta (DE3) exprimiert und standardmäßig über 
IMAC aufgereinigt. Die Expression im Rosetta-Stamm wurde für das His6-SNAP-YFP-
Gal-3 gewählt, da dieser Stamm bereits gute Ergebnisse für die Galektin-3-Expression 
geliefert hat. Da die Sequenz des DsRedM auf humane Codon-Usage optimiert ist, sollte 
auch für dieses Konstrukt die Expression in E.coli Rosetta (DE3) verbessert sein. Die 
Expression in BL21 (DE3) war auch möglich, wurde jedoch im Rahmen dieser Arbeit 
nicht weiter untersucht, da sie in ersten Versuchen bei beiden Konstrukten zu geringeren 
Proteinausbeuten führte. Die Expressionsraten beider Konstrukte sind sehr hoch, was auch 
an den hohen Proteinmengen die mittels IMAC aufgereinigt werden, deutlich wird. So 
wurden im Durchschnitt ca. 15 mg His6-SNAP-YFP-Gal-3 und ca. 10 mg His6-SNAP-
DsRedM-Gal-1C2S pro Gramm Zellfeuchtmasse gewonnen. In Abbildung 4.55 wird 
beispielhaft ein Chromatogramm einer His6-SNAP-DsRedM-Gal-1C2S-Aufreinigung 
gezeigt. Auch dieses zeigt die deutliche Überexpression anhand des hohen Elutionspeaks. 
Beide Proteinlösungen weisen eine deutliche Färbung auf. 
Abbildung 4.55: IMAC-Chromatogramm einer His6-SNAP-DsRedM-Gal-1C2S-Aufreinigung 
Das Leitfähigkeitssignal (rot) und die UV-Absorption bei 280 nm (blau) sind über der Zeit aufgetragen. Ein 
sehr deutlicher Peak der Elution ist zu erkennen. 
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Die SDS-PAGE-Analytik der Aufreinigungen zeigt jedoch recht hohe Anteile von 
Proteinen mit niedrigerem Molekulargewicht (für His6-SNAP-YFP-Gal-3 siehe Abbildung 
4.56 Reihe 5). Das Zielprotein His6-SNAP-YFP-Gal-3 mit einer Größe von 74,2 kDa liegt 
deutlich überexprimiert im Rohextrakt und als inclusion bodies im Pellet vor (Abbildung 
4.56 Reihe 1 und 2). Das Eluat weist neben der Hauptbande bei etwas über 70 kDa 
mehrere weitere Banden hauptsächlich mit niedrigerem Molekulargewicht auf.  
Abbildung 4.56: SDS-PAGE-Analytik einer His6-SNAP-YFP-Gal-3-Aufreinigung 
Von links nach rechts sind das Pellet (1), der Rohextrakt (2), der Durchfluss (3), die Waschfraktionen (4), das 
Eluat (5) und der Marker (6) aufgetragen. Die Aufreinigung des Proteins mit einem Molekulargewicht von 
ca. 74 kDa ist deutlich zu erkennen, wobei jedoch auch Verunreinigungen detektiert werden. 
 
Ein weiterer Aufreinigungsschritt über Laktose-Agarose-Affinitätschromatographie und 
anschließende Analytik mithilfe eines Anti-His6- und eines Anti-Gal-3-Antikörpers zeigte 
eindeutig, dass nur das Volllängenkonstrukt mit einer Größe von 74 kDa auch aktives 
Galektin-3 enthält (siehe Abbildung 4.47). Die Abbruchprodukte tragen zwar einen His-
Tag, zeigen aber kaum Bindung an Laktose, und können nur zu einem sehr geringen Teil 
über einen Anti-Galektin-3-Antikörper nachgewiesen werden (Detektion sehr schwacher 
Signale im Vergleich zu Hauptbande, siehe  Abbildung 4.57 C). Dies belegt die 
Vermutung, dass die Hauptquelle der Verunreinigungen in Translationsabbruchprodukten 
liegt. Zum Teil liegen aber auch Proteolyseprodukte vor, da wie bereits erwähnt einige 
Banden mithilfe des Galektin-3-Anikörpers detektiert werden können. Bei längerer 
Lagerung, vor allem bei Raumtemperatur ist eine weitere Spaltung zu beobachten. 
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 Abbildung 4.57: SDS-PAGE-Gel nach Coomassiefärbung, sowie Blots mit Anti-His6- und Anti-Gal-3-
Antikörpern 
Dargestellt sind ein Coomassie-gefärbtes Gel (A), sowie Blots mit Anti-His6- (B) und Anti-Gal-3-Antikörper 
(C) wobei jeweils von links nach rechts der Marker (1), das IMAC-Eluat (2), der Laktose-Agarose-
Durchfluss (3), sowie das Laktose-Agarose-Eluat (4) einer His6-SNAP-YFP-Gal-3–Aufreinigung aufgetragen 
sind. Eine deutliche Erhöhung der Proteinreinheit kann im SDS-Gel (A) nachgewiesen werden. Der Blot mit 
Anti-His6-Antikörper (B) belegt, dass die abgetrennten Proteine einen His-tag tragen, wohingegen sie jedoch 
kein Galektin-3 besitzen (C), so dass von Translationsabbruchprodukten ausgegangen werden kann. Ein 
geringer Anteil von Galektin-3 enthaltenden Verunreinigungen kann im Blot (C) gezeigt werden, wobei es 
sich um proteolytische Abbauprodukte handeln könnte.  
 
Die zusätzliche Aufreinigung durch Laktose-Agarose-Affinitätschromatographie wird auch 
bei Messung der Absorptionsspektren deutlich. Nach dem zusätzlichen Aufreinigungs-
schritt ist die Absorption des YFP (bei ca. 515 nm) im Vergleich zur Gesamtproteinmenge 
(Absorption bei 280 nm) angestiegen, was belegt, dass das aufgereinigte Produkt anteilig 
mehr YFP enthält. 
Abbildung 4.58: Absorptionsspektrum des His6-SNAP-YFP-Gal-3 nach IMAC und nach 
anschließender Laktose-Agarose 
Dargestellt sind die Absorptionsspektren des His6-SNAP-YFP-Gal-3 nach IMAC (rot) und nach 
anschließender Laktose-Agarose-Affinitätschromatographie (blau), die jeweils so skaliert wurden, dass die 
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Absorption der Peptidbindungen (bei 278 nm) gleich eins gesetzt wurde. Es ist eine stärkere Absorption des 
YFP für das über Laktose-Agarose aufgereinigte Protein zu erkennen. 
Das Fusionsprotein aus His-Tag, SNAP-Tag, DsRed-Monomer und Galektin-1C2S wies 
nach Aufreinigung über IMAC eine ähnliche Reinheit auf, wie das His6-SNAP-YFP-Gal-3 
(siehe Abbildung 4.59). Das Zielprotein mit einer Größe von 61,6 kDa wird deutlich 
überexprimiert (siehe Abbildung 4.59 Reihe 3) und zu guter Reinheit aufgereinigt (siehe 
Abbildung 4.59 Reihe 5). Neben dem Zielprotein werden aber auch Proteine mit 
geringerem Molekulargewicht mitaufgereinigt, was vermutlich wiederum mit Translations-
abbruchprodukten erklärt werden kann. 
Abbildung 4.59: SDS-PAGE-Analytik einer His6-SNAP-DsRedM-Gal-1C2S–Aufreinigung mittels 
IMAC 
Von links nach rechts sind der Marker (1), das Pellet (2), der Rohextrakt (3), der Durchfluss (4), sowie das 
Eluat (5) einer His6-SNAP-DsRedM-Gal-1C2S-Aufreinigung aufgetragen. Diese Proben wurden zur 
Vorbereitung der SDS-PAGE für 5 min bei 95°C erhitzt. Die Aufreinigung des Proteins mit einem 
Molekulargewicht von ca. 62 kDa ist deutlich zu erkennen, wobei jedoch auch Verunreinigungen detektiert 
werden. In Reihe 6 wurde eine weitere Eluatprobe aufgetragen, welche für 10 min bei 70°C denaturiert 
wurde. Durch unvollständige Denaturierung entsteht die zweite Bande bei ca. 50 kDa. 
 
Die SDS-PAGE-Analytik des His6-SNAP-DsRed-Gal-1C2S zeigt außerdem spezifische 
Artefakte. Das DsRed-Protein wurde zum einen unter Einwirkung von Hitze, wie dies bei 
der Probenvorbereitung der Fall ist, hydrolytisch gespalten. Die Spaltung geschieht bei 
Aminosäure 66 (Glutamin), die Bestandteil des Chromophors ist (Gross et al. 2000). Für 
das Fluoreszenz-Galektin-Konstrukt ergeben sich dadurch ein N-terminales Fragment von 
ca. 28 kDa und ein C-terminales Fragment von ca. 34 kDa. Beide Fragmente konnten im 
SDS-Gel detektiert werden (siehe Abbildung 4.59 Reihe 5 und 6). Besonders deutlich sind 
sie in den Fraktionen nach Gelfiltration (siehe Abbildung 4.61) zu erkennen, da dort die 
Verunreinigungen mit niedrigem Molekulargewicht entfernt worden sind. Wie erwartet 
wird nur eines der Fragmente im Blot mit einem Anti-His6-Antikörper detektiert. Zum 
anderen wird die dreidimensionale Faltung des DsRed bei Denaturierung bei 70°C nicht 
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vollständig gelöst, was an der Bande bei ca. 50 kDa zu erkennen ist (siehe Abbildung 4.59 
Reihe 6). Diese zeigt vor Coomassie-Färbung eine deutliche rote Färbung, was darauf 
hindeutet, dass die Chromophoreinheit vollständig erhalten ist und in der natürlichen 
Umgebung vorliegt (Bevis und Glick 2002; Terskikh et al. 2000; Yarbrough et al. 2001). 
4.3.3 Charakterisierung der Fusionsproteine 
Die Fusion eines Zielproteins mit dem SNAP-Tag birgt generell die Gefahr, dass die 
Fusionspartner die Galektineigenschaften beeinflussen. Für weitere Anwendungen der 
neuartigen Fluoreszenz-Galektin-Fusionsproteine sollten deshalb deren Eigenschaften 
bezüglich Glykanbindung und Oligomerisierung charakterisiert und mit den 
unmodifizierten Galektinen verglichen werden. 
4.3.3.1 Gelfiltration zur Analytik der Quartärstruktur der Fusionsproteine 
Die spezifische Vernetzung der Galektine untereinander ist für eine Vielzahl ihrer 
biologischen Funktionen wichtig (Dumic et al. 2006; Kuwabara und Liu 1996; Yamaoka et 
al. 1995,Elola, 2007 #366). Deshalb wurden die beiden Konstrukte durch Gelfiltration auf 
die Bildung von Oligomeren in Lösung untersucht. Dazu wurden sie zunächst mithilfe der 
Laktose-Agarose-Affinitätschromatographie feingereinigt, um möglichst sauberes Protein 
vorliegen zu haben. Dies sollte die Qualität der Gelfiltrationschromatogramme verbessern. 
Die Analytik für das His6-SNAP-DsRedM-Gal1C2S wurde von Hulong Liu während 
seiner Masterarbeit durchgeführt. 
Abbildung 4.60: Chromatogramm der Gelfiltration von His6-SNAP-DsRedM-Gal-1C2S 
Dargestellt ist das Absorptionssignal bei 280 nm einer Gelfiltration des His6-SNAP-DsRedM-Gal-1C2S über 
dem Elutionsvolumen. Es wurden 2 mL einer 2 mg/mL Proteinlösung nach Laktose-Agarose-
Chromatograhie in PBS aufgetrennt. 
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In dem Gelfiltrationschromatogramm des His6-SNAP-DsRedM-Gal-1C2S erkennt man 
deutlich zwei Peaks. Anhand einer Kalibrierung mit unterschiedlichen Standardproteinen 
und Blue-Dextran (beispielhaft siehe 8.5.2) kann das Elutionsvolumen mit einer Protein-
größe korreliert werden. Für die beiden Peaks ergeben sich demnach Molekulargewichte 
von ca. 72,6 kDa und 150 kDa. Dies entspricht nicht exakt dem theoretischen Molekular-
gewicht von etwa 64 kDa. Die Massen liegen jedoch in der Größenordnung des 
monomeren und dimeren Fusionsproteins (ca. 115% des theoretischen Molekular-
gewichts). Die Abweichung von der berechneten Größe kann durch eine nicht optimale 
Packung der Säule und eine nicht globuläre Faltung des Proteins begründet werden. Die 
Anteile monomeren und dimeren Galektins liegen jeweils bei ca. 50%. In der Literatur ist 
beschrieben, dass das Galektin-1 konzentrationsabhängig Dimere bildet (Cho und 
Cummings 1995). Dies geschieht über hydrophobe Wechselwirkungen und Wasserstoff-
brücken (Lopez-Lucendo et al. 2004). Dabei wurde für rekombinant hergestelltes Galektin-
1 eine Dissoziationskonstante von 7 µM gemessen und gezeigt, dass bei einer Protein-
konzentration von etwa 30 µM -wie sie auch in dem hier durchgeführten Versuch 
eingesetzt wurden- etwa ein Drittel des Proteins als Monomer vorliegt (Cho und 
Cummings 1995). Eine andere Arbeitsgruppe konnte im untersuchten Konzentrations-
bereich ausschließlich Dimere nachweisen (Morris et al. 2004). Demnach scheint für das 
His6-SNAP-DsRedM-Gal1C2S eine leichte Verschiebung des Gleichgewichts hin zum 
monomeren Galektin vorzuliegen. Generell zeigt das Fusionsprotein aber die erwartete 
Dimerisierung und kann demnach für weitere Versuche verwendet werden. 
SDS-PAGE-Analytik der beiden Elutionspeaks zeigte, dass es sich bei beiden Fraktionen 
um das Zielprotein handelt. Es werden eine Hautbande bei ca. 62 kDa, sowie zwei weitere 
Banden, die wie erläutert durch Spaltung des DsRed bei der Probenvorbereitung entstehen, 
nachgewiesen (siehe Abbildung 4.61). Bei dem Peak, der dem dimeren Galektinkonstrukt 
zugeordnet wurde, kann eine zusätzliche, schwache Bande im SDS-Gel auf Höhe des 
Dimers detektiert werden (siehe Abbildung 4.61 Reihe 2). Die Vermutung, dass es sich 
hierbei um dimeres Galektin handelt, wird dadurch unterstützt, dass die Bande bei 
geringerer Denaturierungstemperatur wie das monomere Konstrukt ein apparent 
niedrigeres Molekulargewicht aufweist und beim Blot mit einem Anti-His6-Antikörper 
angefärbt wird. Aufgrund der denaturierenden Bedingungen wurde nur wenig dimeres 
Galektin nachgewiesen. 
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Abbildung 4.61: SDS-PAGE-Analytik der beiden Elutionspeaks nach Gelfiltration 
Dargestellt sind von links nach rechts der Marker (1), der Elutionspeak bei 203 mL (2), der dem Dimer 
zugeordnet wurde und der Elutionspeak bei 222 mL (3), der dem Monomer zugeordnet wurde. Generell 
entsprechen die Proteinzusammensetzungen beider Peaks dem erwarteten Muster des His6-SNAP-DsRedM-
Gal-1C2S nach Probenvorbereitung für SDS-PAGE, wobei in Reihe 2 eine zusätzliche Bande bei ca. 
140 kDa auftritt. 
 
Im Gegensatz zum His6-SNAP-DsRedM-Gal-1C2S eluiert das His6-SNAP-YFP-Gal-3 als 
einzelner Peak (siehe Abbildung 4.62). Das Galektin-3-Fusionsprotein liegt folglich als 
Monomer vor. Dies stimmt mit publizierten Daten überein, bei denen ebenfalls keine 
Oligomerisierung des nativen Galektins-3 mittels Gelfiltration nachgewiesen werden 
konnte (Hsu et al. 1992; Massa et al. 1993; Morris et al. 2004; Ochieng et al. 1993). Das 
berechnete Molekulargewicht von 96 kDa weicht deutlich vom theoretisch erwarteten Wert 
von 74 kDa ab. Dies ist wie bereits beim His6-SNAP-DsRedM-Gal-1C2S erläutert, auf 
verschiedene Faktoren der Gelfiltration zurückzuführen. Des Weiteren ist denkbar, dass 
das Galektin-3 aufgrund der N-terminalen Domäne weniger globulär gefaltet ist als das 
Galektin-1-Fusionsprotein und deshalb das berechnete Molekulargewicht weniger mit dem 
theoretischen übereinstimmt.  
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Abbildung 4.62: Chromatogramm der Gelfiltration von His6-SNAP-YFP-Gal-3 
Dargestellt ist das Absorptionssignal bei 280 nm einer Gelfiltration des His6-SNAP-YFP-Gal-3 über dem 
Elutionsvolumen. Es wurden 1,5 mL einer 3,3 mg/mL Proteinlösung nach Laktose-Agarose-Chromatograhie 
in PBS aufgetrennt. 
 
Quervernetzungs- und Hämagglutinierungsversuche zeigen jedoch das Potential des 
Galektins-3 höhere Oligomere ausbilden zu können (Ahmad et al. 2004a; Hsu et al. 1992; 
Ochieng et al. 1993), was jedoch nicht in dem hier verwendeten Testaufbau gezeigt 
werden kann, sondern im weiteren Verlauf der Arbeit untersucht wird (siehe 4.3.3.4).  
4.3.3.2 Bindestudien an Asialofetuin 
Zur weiteren Charakterisierung der neuen Galektin-Fusionsproteine wurden deren Binde-
eigenschaften in der Mikrotiterplatte im Vergleich zu den rekombinant hergestellten 
Galektinen untersucht. Dadurch sollte überprüft werden, ob sich die Fusionsproteine in 
ihren Bindungs- und Oligomerisierungseigenschaften generell mit den unfusionierten 
Galektinen vergleichen lassen und in weiteren Anwendungen als vergleichbare Substanzen 
angewendet werden können.  
Zunächst wurden die Galektineigenschaften belegt, indem die neuen Konstrukte auf ihre 
Bindung an den Glykoproteinstandard Asialofetuin (ASF) untersucht wurden. Dies wurde 
zum einen mithilfe eines Peroxidase-markierten Anti-His6-Antikörpers detektiert und zum 
anderen direkt über das Fluoreszenzsignal der Galektinfusionsproteine nachgewiesen. 
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Um die Fluoreszenzeigenschaften der Galektine sinnvoll zu nutzen, wurden die 
Absorptions- und Emissionsspektren überprüft (siehe Abbildung 4.63). Das His6-SNAP-
YFP-Gal-3-Fusionsprotein zeigte ein eindeutiges lokales Absorptionsmaximum bei 
515 nm und ein Emissionsmaximum bei 526 nm (siehe Abbildung 4.63 B), was sehr gut 
mit den Literaturwerten für das YFP übereinstimmt (Patterson et al. 2001). Das DsRed-
Fusionsprotein wies zwei lokale Absorptionsmaxima bei 480 nm und 560 nm, sowie ein 
Emissionsmaximum bei 587 nm auf (siehe Abbildung 4.63 A). Dies entspricht ebenfalls 
der Literatur, welche ein Intermediat des rot-fluoreszierenden Proteins mit einem 
Absorptionsmaximum im grünen Bereich bei 475 nm beschreibt (Baird et al. 2000; 
Patterson et al. 2001). Die in anderen Publikationen beschriebene Reifung des grünen 
Intermediats zum rot-fluoreszierenden Hauptprodukt (Baird et al. 2000; Gross et al. 2000) 
konnte in dieser Arbeit für das Fusionsprotein (bei Lagerung bei 4°C in PBS-Puffer mit 
15% [v/v] Glycerin) nicht nachgewiesen werden. Auch nach mehreren Tagen war das 
Verhältnis der Absorptionspeaks bei 480 nm und 560 nm zueinander unverändert.  
Abbildung 4.63: Absorptions- und Emissionsspektrum des His6-SNAP-DsRedM-Gal-1C2S und des 
His6-SNAP-YFP-Gal-3 (modifiziert nach (Kupper et al. 2013)) 
Das Absorptionsspektrum (orange bzw. dunkelgrün) und das Emissionsspektrum nach Anregung bei 488 nm 
(rot bzw. hellgrün) sind einheitenlos aufgetragen. Für das DsRedM (A) sind zwei lokale Absorptionsmaxima 
und für das YFP (B) ein Absorptionsmaximum zu erkennen. Beide Fluoreszenzproteine weisen ein 
eindeutiges Emissionsmaximum auf. 
 
Beide Galektin-Fusionsproteine zeigen Bindung auf ASF, die sowohl mithilfe der Anti-
His6-Peroxidase (siehe Abbildung 4.64) als auch durch das Fluoreszenzsignal (siehe 
Abbildung 4.65) detektiert werden kann. Im Vergleich mit den unmodifizierten humanen 
Galektinen zeigen sich je nach Messung Abweichungen, die jedoch in der Größenordnung 
der Messungenauigkeiten beim in dieser Arbeit durchgeführten Standard-ELISA liegen 
(siehe Abbildung 4.64 und Abbildung 4.32). 
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Abbildung 4.64: Vergleich der Bindung von Galektin-1C2S und -3 an ASF im Vergleich mit den 
Fusionsproteinen  
Dargestellt sind relative Bindesignale der unfusionierten Galektine (○) und der Fusionsproteine (●) nach 
Bindung auf ASF und Nachweis der Bindung mittels Anti-His6-Peroxidase für das Galektin-1C2S (A) und 
das Galektin-3 (B). Die Kurvenverläufe beim Galektin-3 (B) sind nahezu identisch. Bei der hier gezeigten 
Messung für das Galektin-1C2S (A) zeigt das Fusionskonstrukt eine frühere Sättigung gegenüber dem 
Galektin-1C2S. 
 
Durch die Fluoreszenzproteine erhalten die Galektinkonstrukte eine direkt messbare 
Markierung, welche im Fluoreszenzphotometer detektiert werden kann. Dadurch können 
ELISA-Tests über das Fluoreszenzsignal ausgelesen werden, ohne einen zusätzlichen 
Schritt über eine Antikörpermarkierung zu benötigen. Die Kurven sind vergleichbar mit 
denen bei Detektion über Antikörper (siehe Abbildung 4.65).  
 
Abbildung 4.65: Bindung von His6-SNAP-YFP-Gal-3 und His6-SNAP-DsRed-Gal-1C2S an ASF über 
Fluoreszenzsignal detektiert 
Dargestellt sind relative Bindesignale von His6-SNAP-YFP-Gal-3 (▲) und His6-SNAP-DsRed-Gal-1C2S (○) 
auf ASF, die mittels Fluoreszenzmessung bestimmt wurden (YFP: Anregungsfilter 485/20, Emissionsfilter 
528/20; DsRedM: Anregungsfilter 560/40, Emissionsfilter 645/40). Die Signalintensität bei 50 µM Galektin 
wurde auf 1 skaliert, die bei 0 µM Galektin auf 0. Es werden Mittelwerte einer Dreifachbestimmung gezeigt. 
 
Aufgrund der unterschiedlichen Wellenlängen, in denen die Fluoreszenzproteine 
emittieren, kann durch geeignete Einstellung der Filter eine Mischung beider Galektine 
A          B 
Ergebnisse und Diskussion 
149 
untersucht werden. Dies wurde in Vortests belegt, bei denen getestet wurde, ob das Signal 
eines Fusionsproteins in das Signal des anderen streut. Beide Signale konnten ohne 
störende Interferenz des anderen Signals detektiert werden.  
4.3.3.3 Inhibition mit poly-LacNAc-linker-tBoc-Oligomeren 
Um weiter zu charakterisieren, ob die Fusionsproteine in ihren grundlegenden Binde-
eigenschaften mit den unmodifizierten Galektinen übereinstimmen, wurden Inhibitionstests 
durchgeführt. Dazu wurden die linearen unmodifizierten poly-LacNAc-linker-tBoc-
Saccharide und für das Galektin-1C2S-Fusionsprotein der herausragende Ligand, 
Tetrasaccharid-α,β-ungesättigtes Aldehyd, getestet. Dabei zeigte sich, dass die absolut 
benötigte Inhibitorkonzentration im Vergleich zwischen modifiziertem und 
unmodifiziertem Galektin voneinander abwich. Um die gleiche molare Menge eines 
Fusionsproteins von der ASF-beschichteten Platte zu lösen, musste in der Regel mehr 
Inhibitor eingesetzt werden. Im Gegensatz dazu waren die relativen inhibitorischen Kräfte 
für die einzelnen Saccharide gut vergleichbar. So zeigte sich für das Galektin-3-Konstrukt 
eine steigende Inhibitionswirkung mit längeren Kettenlängen, die ab dem Pentasaccharid 
nur noch schwach anstieg (siehe Abbildung 4.66), wie es bereits in Abbildung 4.34 für das 
unmodifizierte Galektin-3 gezeigt ist. Beim Fusionsprotein ist die Inhibitionsleistung des 
Di- und Trisaccharids im Vergleich zum Tetrasaccharid-linker-tBoc jedoch deutlicher 
reduziert als beim unmodifizierten Galektin-3. Während dieses eine Reduktion der 
Inhibitionskraft um den Faktor 5 (für das Disaccharid) bzw. 2 (für das Trisaccharid) 
aufweist, wurden beim Fusionsprotein Reduktionen vom Faktor 14 bzw. 4 detektiert (siehe 
Abbildung 4.66 und Abbildung 4.34). Auch zeigt das Octasaccharid eine deutlichere 
Verbesserung gegenüber dem Heptasaccharid als dies beim unmodifizierten Galektin-3 der 
Fall ist. Im Gegensatz zum His6-SNAP-YFP-Gal-3 zeigten alle getesteten linearen poly-
LacNAc-linker-tBoc-Glykane für das His6-SNAP-DsRedM-Gal-1C2S eine vergleichbare 
Inhibitionskraft, wobei Gal-terminierte Glykane eine bessere Inhibitionswirkung ausübten 
als GlcNAc-terminierte (siehe Abbildung 4.66). Somit weist das His6-SNAP-DsRedM-
Gal-1C2S relative Bindedaten auf, die sehr gut mit dem Galektin-1C2S übereinstimmen 
(siehe Abbildung 4.34). Das Tetrasaccharid-α,β-ungesättigte Aldehyd zeigte eine 
Steigerung der Inhibitionskraft im Vergleich zum Tetrasaccharid um einen Faktor von 
durchschnittlich 25 und liegt somit in einer ähnlichen Größenordnung wie beim Galektin-
1C2S. Die Versuche zum His6-SNAP-YFP-Gal-3 wurden zum Teil von Sophia Böcker 
während ihrer Masterarbeit durchgeführt. 
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Abbildung 4.66: Relative Inhibitionskraft unterschiedlicher poly-LacNAc-linker-tBoc-Glykane auf die 
Galektin-ASF-Bindung 
Dargestellt ist die relative inhibitorische Kraft unterschiedlicher poly-LacNAc-linker-tBoc-Saccharide 
berechnet als IC50Tetrasaccharid/IC50Saccharid für die Galektin-Fusionsproteine His6-SNAP-YFP-Gal-3 (■) und 
His6-SNAP-DsRed-Gal-1C2S (■). Werte größer 1 bezeichnen inhibitorische Wirkungen, die stärker als das 
Tetrasaccharid sind, Werte kleiner 1 solche, die schwächer als das Tetrasaccharid sind. Dargestellt sind 
Mittelwerte von mindestens zwei unabhängigen Messungen.  
 
4.3.3.4 Quervernetzung 
Nachdem die Oligomerisierungseigenschaften bereits mittels Gelfiltrations-
chromatographie für die in Lösung vorliegenden Galektine untersucht wurden, sollten 
diese auch im Bindetest charakterisiert werden. Dazu wurde ein sandwich-ELISA, bei dem 
das Galektin die ASF-Oberfläche mit einem ECM-Protein quervernetzt und dieses 
anschließend über entsprechende Antikörper nachgewiesen wird, genutzt. Als ECM-
Protein wurde beispielhaft Laminin untersucht. Zum Vergleich wurden die unmodifizierten 
Galektine ebenso getestet. 
Dabei zeigen die Fluoreszenzproteine ähnliche Quervernetzungseigenschaften im 
Vergleich zu den unmodifizierten Galektinen (siehe Abbildung 4.67), so dass von generell 
ähnlichen Oligomerisierungseigenschaften ausgegangen werden kann. Im hier gezeigten 
Datensatz zeigt das Galektin-1-Fusionsprotein eine leicht reduzierte Quervernetzung, wie 
sie auch in der Gelfiltration im Vergleich zu Literaturdaten vorliegt (siehe 4.3.3.1). 
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Abbildung 4.67: Bindung von Laminin an Galektin-1C2S- und Galektin-3- Fusionsproteine  im 
Vergleich zu den unmodifizierten Galektinen  an Asialofetuin (Lamininmenge variiert) 
Die Bindung von Laminin an die Fusionsproteine (●) wurde im Vergleich zu den unmodifizierten Galektinen 
(○) für das Galektin-1C2S (A) und das Galektin-3 (B) untersucht. Dabei wurden sättigende Konzentrationen 
der Galektine (50 µM für die Galektin-1-Varianten und 25 µM für die Galektin-3-Varianten) eingesetzt. 
Signale wurden nach Bindung eines Anti-Laminin-Antikörpers und eines Peroxidase-markierten Anti-
Kaninchen-Antikörpers über Umsatz von OPD detektiert. Bindesignale wurden bei der höchsten eingesetzten 
Lamininmenge auf 1 skaliert. Alle Kurven zeigen die Möglichkeit zur Quervernetzung mit den 
unterschiedlichen Galektin-Varianten. 
 
Messungen mit einem Aufbau, bei dem die Lamininmenge konstant gehalten wurde und 
unterschiedliche Galektinmengen zur Quervernetzung eingesetzt wurden, zeigten ähnliche 
Ergebnisse (siehe Abbildung 4.68). Die Kurven für die modifizierten und unmodifizierten 
Galektine weisen weitgehend vergleichbare Kurvenverläufe auf, was die Annahme 
ähnlicher Quervernetzungseigenschaften unterstützt.  
Abbildung 4.68 Bindung von Laminin an Galektin-1C2S- und Galektin-3- Fusionsproteine im 
Vergleich zu den unmodifizierten Galektinen an Asialofetuin (Galektinmenge variiert) 
Die Bindung von 5 µg/mL Laminin an die Fusionsproteine (●) wurde im Vergleich zu den unmodifizierten 
Galektinen (○) für das Galektin-1C2S (A) und das Galektin-3 (B) untersucht. Dabei wurde die Konzentration 
der Galektine zwischen 0 und 50 µM variiert. Signale wurden nach Bindung eines Anti-Laminin-Antikörpers 
und eines Peroxidase-markierten Anti-Kaninchen-Antikörpers über Umsatz von OPD detektiert. 
Bindesignale wurden bei der höchsten eingesetzten Galektinmenge auf 1 skaliert. Alle Kurven zeigen die 
Möglichkeit zur Quervernetzung mit den unterschiedlichen Galektin-Varianten. 
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Auch andere Galektin-Fusionsproteine zeigten in der Literatur vergleichbare Eigenschaften 
mit unmodifizierten Galektinen, wobei jedoch keine so ausführliche Charakterisierung der 
Eigenschaften erfolgte, wie in dieser Arbeit. Ein Fusionsprotein aus Galektin-3 und 
alkalischer Phosphatase, welches für immunhistologische Färbungen verwendet werden 
kann, zeigte zum Beispiel vergleichbare Bindespezifitäten für verschiedene Glykane wie 
das unmodifizierte Galektin-3 (de Melo et al. 2007). Das Galektin-3 wurde außerdem mit 
einer Transglutaminase-Sequenz fusioniert und an dieser gerichtet mit einem Fluoreszenz-
farbstoff markiert (Nieminen et al. 2008). Das Konstrukt zeigte Bindung an neutrophile 
Zellen und Quervernetzungseigenschaften vergleichbar mit unmodifiziertem Galektin-3. 
Galektin-8-Fusionsproteine mit einer Gluathion-S-Transferase wurden zur 
Immobilisierung des Galektins an Glutathion-Agarose eingesetzt. Dieses Material wurde 
dazu genutzt Galektin-8-Liganden aus einer Mischung zu isolieren (Hadari et al. 2000; 
Levy et al. 2001). Des Weiteren wurden SNAP-Fusionsproteine von Caenorhabditis 
elegans Galektinen zur Fluoreszenzdetektion spezifischer Glykane und zur Expressions- 
und Lokalisationsanalyse der Galektine in vivo verwendet. Durch Immobilisierung des 
Fusionsproteins an Partikel konnten interagierende Glykoproteine isoliert werden 
(Maduzia et al. 2011). Diese Fusionskonstrukte belegen die Möglichkeit der Modifikation 
der Galektine mit einem Fusionspartner ohne Funktionsverlust 
4.3.4 Immobilisierung des His6-SNAP-YFP-Gal-3 an Partikel 
Die neuartigen Galektin-Fusionsproteine wurden dafür hergestellt, eine gerichtete 
Immobilisierung der nativ gefalteten Galektine über den SNAP-Tag an eine Biomaterial-
oberfläche zu ermöglichen. Durch eine solche Immobilisierungsmethode sollte eine 
möglichst funktionstüchtige Form der Galektine zur Verfügung stehen, welche die 
spezifischen Bindungseigenschaften optimal ausführen kann. 
Zur Analytik der Immobilisierungseigenschaften der neuen Proteine wurde zunächst der 
Versuchsaufbau von Tobias Recker übernommen, bei dem das Fusionsprotein über den 
SNAP-Tag an magnetische Partikel immobilisiert wird (Recker et al. 2011). Aufgrund 
ihrer Größe von 3 µm können die Kugeln gut mittels Durchflusszytometrie analysiert 
werden. 
Die Markierung der Partikel erfolgte wie bei Recker et al. beschrieben. Dazu wurden die 
funktionalisierten Partikel von Tobias Recker zu Verfügung gestellt, mit 1 µM des His6-
SNAP-YFP-Gal-3 bzw. des Galektins-3 als Negativkontrolle über Nacht inkubiert und 
anschließend charakterisiert (Recker et al. 2011). 
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Dazu wurde zum einen das YFP-Signal des Fusionsproteins gemessen. Zum anderen 
wurden die Partikel mit einem Anti-Galektin-3-Antikörper und einem sekundären PE-
konjugierten Anti-Maus-Antikörper inkubiert und anschließend dieses Signal detektiert 
und quantifiziert. Bei allen Messungen wurden Lichtstreusignale detektiert, die Aussagen 
über die Größe der gemessenen Partikel zulassen. Zum Vergleich wurden unbehandelte 
Partikel vermessen, zu denen die weiteren Messwerte in Relation gesetzt werden können 
(siehe Abbildung 4.69). Diese Kontrollpartikel liegen hauptsächlich als Einzelpartikel vor 
und zeigen weder im Bereich der YFP- noch der PE-Emissionswellenlänge ein 
Fluoreszenzsignal. 
Abbildung 4.69: Durchflusszytometrie der Kontrollpartikel 
Dargestellt sind die Lichtstreusignale (A), sowie das Fluoreszenzsignal des YFPs (B) und des PE-Farbstoffs 
(C) unbehandelter Partikel als Negativkontrolle. Es ist zu erkennen, dass der Hauptanteil der Partikel 
monodispers vorliegt und kein Fluoreszenzsignal aufweist. 
 
Wurden diese Kontrollpartikel mit den beiden Antikörpern inkubiert, so konnte eine 
minimale unspezifische Anlagerung der Antikörper anhand des PE-Signals detektiert 
werden. Bei den Partikeln, die mit unmodifiziertem Galektin-3 inkubiert worden sind, 
konnte eine leichte Steigerung des PE-Signals detektiert werden, was auf eine schwache 
unspezifische Bindung des Galektins-3 an die Partikel hindeutet (Daten nicht gezeigt). 
Dieses Signal ist jedoch im Vergleich zum Signal des gerichtet immobilisierten His6-
SNAP-YFP-Gal-3 vernachlässigbar gering. 
Die mit His6-SNAP-YFP-Gal-3 inkubierten Partikel wiesen ein deutliches Fluoreszenz-
signal durch das YFP auf (siehe Abbildung 4.70 B, in den Abbildungen als FITC-Signal 
bezeichnet, da die Wellenlängen zur Anregung und Detektion des FITC-Farbstoffes in 
etwa mit denen des YFP übereinstimmen). Durch das YFP wurde auch ein Signal im PE-
Kanal detektiert, da die Filtereinstellungen nicht optimal zwischen den beiden Farbstoffen 
trennen und keine detaillierte Kompensation durchgeführt wurde (siehe Abbildung 4.70 C). 
Nach Inkubation mit Anti-Gal-3-Antikörper und PE-markiertem sekundärem Antikörper 
A            B     C 
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stieg das PE-Signal deutlich an, was das Vorhandensein des Galektins-3 auf den beads 
belegt (siehe Abbildung 4.70 F im Vergleich zu C). 
Abbildung 4.70: Durchflusszytometrie der mit His6-SNAP-YFP-Gal-3 beladenen Partikel 
Dargestellt sind die Lichtstreusignale (A,D), sowie das Fluoreszenzsignal des YFPs (B,E) und des PE-
Farbstoffs (C,F) von Partikeln, die mit His6-SNAP-YFP-Gal-3 beladen sind. In der oberen Reihe (A-C) ist 
eine Messung ohne Antikörperinkubation dargestellt, wohingegen in der unteren Reihen (D-F) eine Messung 
nach Inkubation mit primärem und sekundärem Antikörper gezeigt ist. Es ist zu erkennen, dass ein hoher 
Anteil von Aggregaten vorliegt (grün und blau dargestellt) und das YFP (B,E), sowie das Galektin-3 (F) auf 
den Partikeln nachgewiesen werden kann. 
 
Die Orientierung des Fusionskonstrukts auf den Partikeln wurde anhand eines 
Enterokinaseverdaus untersucht. Die Enterokinaseschittstelle liegt zwischen dem SNAP-
Tag und dem YFP, so dass das Protein spezifisch an dieser Stelle gespalten wird. Demnach 
sollte bei einer gerichteten Immobilisierung des Fusionskonstrukts über den SNAP-Tag 
durch Enterokinaseverdau der YFP-Gal-3-Teil von den Partikeln abgespalten werden und 
das Fluoreszenzsignal demnach stark reduziert werden. In Abbildung 4.71 ist die 
Reduktion des Fluoreszenzsignals nach Enterokinasebehandlung zu erkennen. Das Signal 
scheint nicht komplett auf den Nullwert zu sinken (siehe Abbildung 4.71 B), was auf einen 
unvollständigen Verdau oder eine schwache unspezifische Anlagerung hindeuten kann. 
 
A            B      C 
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Abbildung 4.71: Durchflusszytometrie der mit His6-SNAP-YFP-Gal-3 beladenen Partikel vor und nach 
Enterokinasebehandlung 
Dargestellt ist das YFP-Signal der Partikel vor (A) und nach (B) Enterokinaseverdau. Eine deutliche 
Reduktion der Fluoreszenz nach Spaltung des Proteins ist zu erkennen, was auf die gerichtete 
Immobilisierung hindeutet, wobei jedoch der Nullwert  nicht vollständig erreicht wird. 
 
Neben der Analytik der Fluoreszenzsignale wurden auch Lichtstreusignale detektiert, die 
Aufschluss über die Partikelgröße gaben. Dabei zeigte sich, dass das Galektin-3 zu einer 
Aggregation der Partikel führte.  
Abbildung 4.72: Prozentuale Anteile der Aggregate unterschiedlich behandelter Partikel 
Dargestellt sind die Anteile aggregierter Partikel für unbehandelte Partikel, Partikel, welche mit Galektin-3 
inkubiert wurden und Partikel, welche mit His6-SNAP-YFP-Gal-3 beschichtet wurden. Es wurden jeweils 
Proben vor (■) und nach Zugabe der Anti-Gal-3 und Anti-Maus-Antikörper (■) analysiert. Unbehandelte 
Partikel wiesen einen Aggregatanteil von ca. 10% auf, wohingegen nach Inkubation mit Galektin-3 und vor 
allem nach Ankopplung von His6-SNAP-YFP-Gal-3 der Anteil an Aggregaten deutlich anstieg. Die durch 
Galektin-3-Anlagerung gebildeten Aggregate wurden zum Teil durch Zugabe der Antikörper gelöst. Gezeigt 
sind Mittelwerte zweier unabhängiger Messungen. 
 
Partikel, die mit unmodifiziertem Galektin-3 inkubiert wurden, wiesen eine höhere 
Aggregation auf, als Partikel, die in Puffer gelagert waren. Der Anteil von Aggregaten 
stieg von ca. 10% auf über 30% an. Partikel, die spezifisch mit dem His6-SNAP-YFP-
Gal-3 modifiziert wurden, wiesen eine nochmals verstärkte Aggregation mit einem 
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Aggregatanteil von über 50% auf. In beiden Fällen wurden nach Zugabe der Antikörper 
weniger Aggregate detektiert (siehe Abbildung 4.70 Vergleich von A und D). Dies zeigt, 
dass die Ausbildung der Galektin-Oligomere durch den Antikörper reduziert wird (siehe 
Abbildung 4.72). Auch könnten sich die Aggregate durch die zusätzlichen Waschschritte 
nach der Antikörperinkubation lösen. Eine mögliche Erklärung für die Bildung von 
Aggregaten liegt in der Oligomerisierung des Galektins-3 begründet (Lepur et al. 2012; 
Nieminen et al. 2008; Ochieng et al. 1993). Durch Anlagerung mehrerer Galektin-3-
Moleküle aneinander könnten sich Partikel miteinander vernetzen und somit größere 
Komplexe ausbilden.  
4.3.5 Bindung an Zellen 
4.3.5.1 Fluoreszenzmikroskopie von CHO-Lec-Mutanten 
Ebenfalls in Kooperation mit Tobias Recker (Institut für Biochemie, UK Aachen, 
Professor Dr. Müller-Newen) wurden erste Versuche zur Bindung des Fluoreszenzproteins 
His6-SNAP-YFP-Gal-3 an Zellen durchgeführt. Dazu wurden CHO-Mutanten, die im 
Labor von Pamela Stanley entwickelt wurden, eingesetzt (Hong und Stanley 2003; North 
et al. 2010; Patnaik und Stanley 2006). CHO Bgl2- bzw. Lec2-Zellen, welche keine 
endständigen Sialinsäuren an N-Glykane anhängen, wurden von Prof. Dr. Gerardy-Schahn 
(Institut für zelluläre Chemie, Medizinische Hochschule, Hannover) zur Verfügung 
gestellt, da diese Zellen aufgrund der endständig präsentierten Galaktoseeinheiten 
besonders gut von Galektin-3 gebunden werden (Patnaik et al. 2006). Als Negativkontrolle 
wurde die Lec 3.2.8.1-Mutante verwendet, welche verkümmerte N-Glykane mit terminalen 
Mannoseresten exprimiert und von Professor Jahnen-Dechent (Lehr- und Forschungsgebiet 
Zell- und Molekularbiologie an Grenzflächen, Helmholtz-Institut für biomedizinische 
Technik und Universitätsklinikum Aachen) zur Verfügung gestellt wurde. CHO-Lec 
3.2.8.1-Zellen weisen reduzierte Aktivitäten der UDP-GlcNAc-2-Epimerase, des CMP-
Sialinsäure-Golgi-Transporters, des UDP-Galaktose-Golgi-Transporters, sowie der 
GlcNAc-Transferase I auf und bilden demnach N-Glykane des Oligomannose-Typs 
(Man5GlcNAc2) und verkürzte O-Glykane aus (Hong und Stanley 2003; North et al. 2010; 
Patnaik und Stanley 2006). Die Anzucht, Inkubation mit His6-SNAP-YFP-Gal-3, sowie die 
Fixierung und Mikroskopie wurden von Tobias Recker durchgeführt. Für den 
Inkubationsschritt wurde eine Galektinkonzentration von 1 µM gewählt, da in der Literatur 
bereits ähnliche Konzentrationen von 0,65 µM und 2 µM Galektin verwendet wurden 
(Nieminen et al. 2008; Patnaik et al. 2006). 
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Bgl2-Zellen wiesen eine eindeutige Fluoreszenz auf, die hauptsächlich auf der Zell-
membran detektiert werden konnte (siehe Abbildung 4.73 A). Die Bilder lassen jedoch 
keine sichere Aussage darüber zu, ob das Galektin auch im Cytosol vorliegt, da keine 
Cofärbung der Membran oder des Zellkerns durchgeführt wurde. Im Gegensatz dazu 
konnte auf den Lec 3.2.8.1-Mutanten bei den gleichen Versuchsbedingungen und 
Belichtungszeiten kaum Fluoreszenz detektiert werden (siehe Abbildung 4.73 B). Das 
schwache Fluoreszenzsignal wurde erst bei Inkubationszeiten ab 60 min detektiert, 
wohingegen bei den Bgl2-Zellen bereits eine Inkubationsdauer von 15 min für die Bindung 
ausreichte. Des Weiteren kann deutlich erkannt werden, dass sich die Zellen in ihrer 
Morphologie unterscheiden, was vermutlich auf die verkümmerten N-Glykane der Lec 
3.2.8.1-Mutante zurückzuführen ist. Die Lec 3.2.8.1-Mutante weist weniger ausgedehnte, 
eher rundliche Zellen auf. Dies erschwert jedoch den direkten Vergleich der 
mikroskopischen Aufnahmen. 
Abbildung 4.73: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Bgl2- und Lec 3.2.8.1-CHO-Mutanten 
nach Inkubation mit His6-SNAP-YFP-Gal-3 
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Bgl2- (A) und der Lec 3.2.8.1-CHO-Mutanten (B) nach 
Inkubation mit His6-SNAP-YFP-Gal-3 zeigen eine deutliche Bindung des Galektins an die Bgl2-Zellen, 
wohingegen kaum Bindung an die Lec 3.2.8.1-Mutante detektiert wird. 
 
4.3.5.2 Fluoreszenzmikroskopie von mesenchymalen Stammzellen, Präadipozyten 
und Fibroblasten 
In der Arbeitsgruppe von Professor Jahnen-Dechent (Lehr- und Forschungsgebiet Zell- und 
Molekularbiologie an Grenzflächen, Helmholtz-Institut für biomedizinische Technik und 
Universitätsklinikum Aachen) bzw. Dr. PD. Neuss-Stein (Institut für Pathologie, 
Universitätsklinikum Aachen) wurden weitere Analysen zur Bindung der Fluoreszenz-
Fusionsproteine an unterschiedlichen Zelltypen durchgeführt. Diese Versuche wurden von 
Carina Adamzyk und Julia van de Kamp durchgeführt. Eine Auswahl unterschiedlicher 
Zelltypen wurde auf die Bindung von His6-SNAP-YFP-Gal-3 untersucht. Dabei wurden 
A           B 
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L929 (Maus Fibroblasten Zellinie), Präadipozyten (humane Primärzellen), L-COS (weitere 
Fibroblasten Zelllinie), humane und ovine mesenchymale Stammzellen (mesenchymal stem 
cells, MSC), sowie die glykosylierungsdefiziente CHO-Zelllinie Lec 3.2.8.1 eingesetzt. 
Alle getesteten Zellen, mit Ausnahme der CHO-Lec 3.2.8.1, zeigten nach Inkubation mit 
0,54 µM His6-SNAP-YFP-Gal3 eine deutliche Fluoreszenz, also deutliche Bindung des 
Galektins. Diese konnte durch Zugabe von 150 mM Laktose, jedoch nicht durch Zugabe 
von 150 mM Saccharose inhibiert werden (siehe beispielhaft in Abbildung 4.74). 
Aufgrund des bekannten Glykanprofils von humanen Knochenmarks- oder Nabelschnur-
matrix-MSC, welches von anderen Arbeitsgruppen determiniert wurde, ist die Bindung an 
die MSC zu erklären (Heiskanen et al. 2009; Hirvonen et al. 2012). Die Zellen weisen im 
Vergleich zu anderen Knochenzellen hohe Anteile von poly-LacNAc bzw. vom i-Antigen 
auf (Heiskanen et al. 2009; Hirvonen et al. 2012). Poly-LacNAc-saccharide werden 
besonders gut vom Galektin-3 erkannt (Leppänen et al. 2005; Rapoport et al. 2008; 
Stowell et al. 2008a; Stowell et al. 2004), wie auch in dieser Arbeit gezeigt wurde. 
Außerdem weisen MSC häufiger α2,3-Sialylierungen auf als α2,6-Sialylierungen, was 
ebenfalls die Galektin-3-Bindung bevorzugt (Stowell et al. 2008a; Zhuo und Bellis 2011). 
Das besonders häufig auf MSC beschriebene sLex-Epitop, welches zum Beispiel auf dem 
MSC-Marker CD34 vorkommt (Alon und Rosen 2007), wird schlecht vom Galektin-3 
erkannt und trägt somit vermutlich wenig zur Galektin-3-Bindung bei (Song et al. 2009b). 
Eine exakte Vorhersage über die präsentierten Glykane auf den kultivierten MSC ist 
jedoch nicht möglich, da Medienbestandteile die Glykanzusammensetzung beeinflussen 
können (Lanctot et al. 2007; North et al. 2010). Über die Glykosylierung von MSC aus 
Schafen ist meinem Wissen nach nichts bekannt. Generell wird jedoch davon ausgegangen, 
dass humane und ovine MSC große Ähnlichkeit miteinander aufweisen (McCarty et al. 
2009; Rentsch et al. 2010). 
Für die Fibroblasten und Präadipozyten gibt es wenig Informationen bezüglich deren 
Glykosylierung. Vermutlich tragen sie jedoch Glykoproteine, Glykolipide und/oder 
Proteoglykane, welche vom Galektin gebunden werden können. 
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Abbildung 4.74: Fluoreszenmikroskopie unterschiedlicher Zellen nach Inkubation mit His6-SNAP-
YFP-Gal-3 
Es werden fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Präadipozyten (A-C), ovinen MSC (D-F) und CHO 
Lec 3.2.8.1 (G-I) nach Inkubation mit His6-SNAP-YFP-Gal-3 (A, D, G), sowie Co-Inkubation mit 150 mM 
Saccharose (B, E, H) oder 150 mM Laktose (C, F, I) gezeigt. Die Bindung des Galektins kann an 
Präadipozyten (A) und MSC (D) nachgewiesen werden, welche spezifisch durch Laktose inhibiert werden 
kann (C,  F). An CHO Lec 3.2.8.1-Zellen kann wie erwartet keine Bindung detektiert werden (G). 
 
Ähnliche Versuche mit dem His6-SNAP-DsRedM-Gal-1C2S-Konstrukt zeigten keine 
Bindung. Dies ist aufgrund der bekannten Glykosylierung der MSC nicht zu erwarten 
gewesen. Um ein Problem mit dem DsRedM-Anteil auszuschließen, wurde der Versuch 
auch mit einem His6-SNAP-YFP-Gal1-C2S durchgeführt. Auch mit diesem Protein konnte 
keine Bindung detektiert werden. Allerdings wies dieses Fusionsprotein auch in Standard-
ELISA-Anwendungen ein schwaches Bindesignal und vor allem eine sehr geringe Lager-
stabilität auf. Demnach können die Galektin-1C2S-Daten nicht vollständig interpretiert 
werden. 
4.3.5.3 Durchflusszytometrie 
Neben den mikroskopischen Aufnahmen wurde in der Arbeitsgruppe von Professor 
Jahnen-Dechent (Lehr- und Forschungsgebiet Zell- und Molekularbiologie an Grenz-
flächen, Helmholtz-Institut für biomedizinische Technik und Universitätsklinikum 
Aachen) bzw. Dr. PD. Neuss-Stein (Institut für Pathologie, Universitätsklinikum Aachen) 
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von Carina Adamzyk und Julia van de Kamp auch Durchflusszytometrie zur Analytik der 
Bindung der Fluoreszenzproteine an unterschiedliche Zelltypen durchgeführt. Dabei 
wurden wie bei der Mikroskopie L929, Präadipozyten, L-COS, humane und ovine MSC 
sowie die glykosylierungsdefiziente CHO-Zelllinie Lec 3.2.8.1 eingesetzt. 
Die Ergebnisse stimmen mit denen der mikroskopischen Untersuchung überein: An allen 
Zellen, außer der CHO-Zelllinie Lec 3.2.8.1, welche nur verkürzte Glykanstrukturen ohne 
Galaktosereste ausbildet und somit nicht von Galektinen gebunden werden kann (Hong 
und Stanley 2003; North et al. 2010; Patnaik und Stanley 2006), wurde ein Bindesignal 
detektiert. Die Bindung konnte in allen Fällen mit 150 mM Laktose deutlich reduziert 
werden, wobei das Signal mit 150 mM Saccharose erhalten blieb (siehe Abbildung 4.75 für 
MSC und Lec 3.2.8.1).  
Abbildung 4.75: Durchflusszytometrische Analyse der His6-SNAP-YFP-Gal-3-Bindung an humane 
und ovine MSC, sowie an die CHO Lec-Mutante 3.2.8.1 (modifiziert nach (Kupper et al. 2013)) 
Dargestellt sind die YFP-Fluoreszenzsignale der Galektinbindung an humane MSC (A), ovine MSC (B) und 
CHO Lec 3.2.8.1 (C) ohne Galektin (obere Reihe) nach Inkubation mit His6-SNAP-YFP-Gal-3 (zweite 
Reihe), sowie nach Inkubation mit His6-SNAP-YFP-Gal-3 in Anwesenheit von 150 mM Saccharose (dritte 
Reihe) bzw. Laktose (untere Reihe). Eine Bindung des Galektins an die MSC, die durch Laktose, aber nicht 
durch Saccharose inhibiert werden kann, ist zu erkennen, wohingegen keine Bindung an die Mutante 
detektiert werden kann. 
 
Demnach wurde eine glykanvermittelte Bindung des Galektins an die Zellen 
nachgewiesen. Zum Teil ließ sich die Bindung nicht vollständig inhibieren, was darauf 
hindeutet, dass die Bindung entweder sehr stark ist, so dass sie nicht durch den gewählten 
Überschuss an Laktose inhibiert werden konnte, oder zum Teil unspezifisch bzw. nicht-
glykanvermittelt geschieht und somit nicht durch Laktose gelöst werden konnte. 
4.3.6 Immobilisierung an NHS-Sepharose 
Um eine Galektin-Affinitätssäule aufzubauen, wurde das His6-SNAP-YFP-Gal-3 zur 
Immobilisierung an NHS-Sepharose genutzt. Diese Kopplungsreaktion wurde von Sophia 
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Böcker im Rahmen ihrer Masterarbeit durchgeführt und das hergestellte Säulenmaterial 
charakterisiert. 
Zur Evaluierung der Immobilisierung mithilfe des SNAP-Tags wurde die NHS-Sepharose 
mit Benzylguanin funktionalisiert und darüber eine gerichtete Anbindung des Galektin-
Fusionsproteins ermöglicht. Als Referenzsubstanz wurde das Fusionsprotein direkt über 
seine intrinsischen Aminogruppen mithilfe der NHS-Gruppen der funktionalisierten 
Sepharose an das Säulenmaterial immobilisiert und somit ebenfalls ein Galektin-
funktionalisiertes Affinitätschromatographiematerial aufgebaut. Beide Immobilisierungs-
methoden waren erfolgreich. Dies war zum einen an der gelblichen Färbung des Materials 
nach Kopplung des YFPs zu erkennen und zum anderen durch Bestimmung des 
Proteingehalts vor und nach der Immobilisierungsreaktion quantifizierbar. Eine 
vollständige Funktionalisierung aller NHS-Gruppen war bei beiden Methoden nicht 
möglich. Bei der gerichteten Immobilisierung war dabei sowohl die eingesetzte 
Benzylguaninmenge (aufgrund der hohen Kosten), als auch die SNAP-Tag-Reaktion 
limitierend. Obwohl nämlich die His6-SNAP-YFP-Gal-3-Konzentration unterhalb der 
eingesetzten Benzylguaninmenge lag, wurde das Protein nicht vollständig an das Säulen-
material gebunden. Bei der ungerichteten Immobilisierung konnte ebenfalls nicht das 
gesamte angebotene Protein an die Säule binden, obwohl ausreichend NHS-Gruppen zur 
Verfügung stehen sollten. Vermutlich wird eine sterische Behinderung bei der Anbindung 
einer zu hohen Proteinmenge erreicht. 
4.3.6.1 Charakterisierung des Säulenmaterials 
Zur Evaluierung der Bindung des His6-SNAP-YFP-Gal-3 wurde ein Enterokinaseverdau 
der Affinitätsmaterialien durchgeführt. Das Fusionsprotein weist, wie bereits erläutert, 
zwischen dem SNAP-tag und dem YFP eine Enterokinaseschnittstelle auf. Durch Spaltung 
an dieser Position können zwei Proteinfragmente, nämlich His6-SNAP und YFP-Gal-3 
entstehen. Bei dem gerichtet immobilisierten Säulenmaterial ist zu erwarten, dass die 
Bindung über den SNAP-Tag erfolgt und somit ausschließlich YFP-Gal-3 von der Säule 
abgetrennt werden kann. Im Gegensatz dazu kann das ungerichtet immobilisierte His6-
SNAP-YFP-Gal-3 an unterschiedlichen und auch an mehreren Stellen gleichzeitig 
immobilisiert sein. Demnach kann sowohl das YFP-Gal-3- als auch das His6-SNAP-
Fragment freigesetzt werden. Zusätzlich kommt es teilweise zur Hydrolyse zwischen YFP 
und Gal-3. Die entstehenden Proteinfragmente sind in Tabelle 4.11 aufgelistet. Aufgrund 
der Möglichkeit mehrerer Immobilisierungspunkte wird beim ungerichtet immobilisertem 
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His6-SNAP-YFP-Gal-3 generell eine geringere Proteinabspaltung als beim gerichtet 
immobilisierten Protein erwartet. 
Tabelle 4.11: Mögliche Fragmente nach Enterokinase-Verdau des His6-SNAP-YFP-Gal-3 
Eine zusätzliche Proteolyse zwischen Galektin-3 und YFP wird ebenfalls berücksichtigt 
 
Der proteolytische Verdau wurde nach unterschiedlichen Zeitpunkten gestoppt und mittels 
SDS-PAGE und Western-Blot analysiert. 
Abbildung 4.76: SDS-PAGE-Analytik nach Enterokinase-Verdau des gerichtet bzw. ungerichtet 
immobilisiertem His6-SNAP-YFP-Gal-3 mit anschließender Coomassie-Färbung, bzw. Western Blot 
mit Anti-Gal-3- oder Anti-His6-Antikörper-Peroxidase 
Proben nach Enterokinaseverdau des SNAP-Tag-gerichtet (a) bzw. ungerichtet (b) immobilisierten His6-
SNAP-YFP-Gal-3-Sepharose-Materials wurden nach 1, 5 und 8 h durch Zugabe von LDS-Probenpuffers 
abgestoppt. Die Proben wurden mit Coomassie-gefärbt (A) und im Western Blot mit Anti-Gal-3-Antikörper- 
(B) bzw. Anti-His6-Antikörper-Peroxidase (C) detektiert. Die Bande bei 55 kDa entspricht dem erwarteten 
YFP-Gal-3-Teil, der anscheinend weiter proteolytisch gespalten wird. Bei dem ungerichtet immobilisiertem 
Material wird kaum Protein abgespalten. 
 
Die SDS-Analytik, sowie die Western-Blots nach Enterokinase-Verdau der unterschiedlich 
hergestellten Säulenmaterialien zeigten weitgehend die erwarteten Ergebnisse. Bei dem 
durch ungerichtete Immobilisierung hergestellten Säulenmaterial wurde generell sehr 
wenig Protein abgespalten (Abbildung 4.76 Reihen b), was vermutlich darin begründet 
liegt, dass das Galektin an mehreren Stellen immobilisiert sein kann und dann nicht vom 
Säulenmaterial gelöst wird oder die Enterokinaseschnittstelle durch eine Immobilisierungs-
position in der Nähe nicht zugänglich ist. Im Coomassie-gefärbten Gel konnte aufgrund 
Mögliche Fragmente Größe [kDa] 
His6-SNAP 21 
YFP-Gal-3 53 
Gal-3 26 
YFP 27 
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der geringen Sensitivität kaum Protein nachgewiesen werden, wohingegen in den Blots 
geringe Mengen abgespaltenen Proteins detektiert wurden. Beim SNAP-Tag gerichtet 
gebundenen Fusionsprotein wurde deutlich mehr Protein abgespalten (Abbildung 4.76 
Reihen a). Dabei handelt es sich zum einen um das erwartete YFP-Gal-3-Fragment mit 
einer Größe von ca. 55 kDa, welches auch im Anti-Gal-3-Blot detektiert wurde (Abbildung 
4.76 B). Außerdem scheint ein weiterer proteolytischer Verdau ungefähr an der 
Verbindungsstelle von YFP und Gal-3 zu erfolgen, da zwei weitere Fragmente von ca. 
26 kDa und 27 kDa nachgewiesen werden konnten, von denen eines mit dem Anti-Gal-3-
Antikörper detektiert wurde (Abbildung 4.76 A und B). Auch beim Enterokinaseverdau 
von freiem His6-SNAP-YFP-Gal-3 konnten diese beiden Fragmente detektiert werden, so 
dass sie rein auf eine Nebenaktivität der Enterokinase und nicht auf weitere Effekte durch 
die Immobilisierung zurückzuführen sind. Sehr geringe Anteile des His6-SNAP-Teils 
konnten bei beiden Kopplungsmethoden detektiert werden (Abbildung 4.76 C). Dies deutet 
auf eine geringe unspezifische Immobilisierung hin.  
Die Galektin-Affinitäts-Sepharose wurde weiter auf ihre Bindeeigenschaften untersucht. 
Dazu wurden Glykoproteinstandards mit bekannter Glykosylierung ausgewählt und die 
Bindung dieser an das Säulenmaterial detektiert. 
4.3.6.2 Kapazitätsmessung mit Asialofetuin 
Um das hergestellte Galektin-Affinitätsmaterial zu charakterisieren, wurde zunächst die 
Bindung von ASF an das Säulenmaterial untersucht. Asialofetuin weist drei di- bis tri-
antennäre N-Glykane mit terminalen LacNAc-Einheiten auf, welche vom Galektin-3 
erkannt werden (Dam et al. 2005; Nilsson et al. 1979; Spiro 1960; Spiro 1962). Die 
glykanvermittelte Bindung des His6-SNAP-YFP-Gal-3 an ASF wurde bereits in Kapitel 
4.3.3.2 und 4.3.3.3 gezeigt. 
Die Messung der Kapazitäten ergab, dass die Bindekapazität, also die Menge gebundenen 
ASFs pro immobilisierter Galektinmenge, für das gerichtet-immobilisierte Galektin ca. 
dreifach höher war als für das ungerichtet immobilisierte. Die maximale Kapazität des 
gerichtet immobilisierten Materials lag bei ca. 50 µg ASF pro mg His6-SNAP-YFP-Gal-3, 
wohingegen die maximale Kapazität des ungerichtet immobilisierten Galektins nur bei ca. 
15 µg/mg lag. Jedoch scheint die Stabilität bzw. die Lagerfähigkeit des gerichtet 
immobilisierten Galektins negativ beeinflusst zu sein. Über einen Zeitraum von 50 bis 60 
Tagen und mehrmaliger Verwendung der Säulen konnte ein Abfall der Bindekapazität 
detektiert werden (siehe Abbildung 4.77). 
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Abbildung 4.77: Graphische Darstellung der ASF-Bindekapazität der His6-SNAP-YFP-Gal-3-Säulen 
unterschiedlicher Produktionschargen (modifiziert nach der Masterarbeit von Sophia Böcker) 
Aufgetragen wurde die an die Säule bindende ASF-Menge pro Milligramm His6-SNAP-YFP-Gal-3 für zwei 
unterschiedliche Materialchargen (A und B) in Abhängigkeit von dem Säulenalter. In beiden Diagrammen 
liegt die ASF-Bindungskapazität des gerichtet immobilisierten His6-SNAP-YFP-Gal-3 über der des 
ungerichtet immobilisierten His6-SNAP-YFP-Gal-3. Die Kapazität der gerichteten Variante fällt mit der Zeit 
ab, wohingegen die der ungerichteten Variante über den gesamten Zeitraum relativ konstant blieb. 
 
4.3.6.3 Bindestudien mit unterschiedlichen Glykoproteinen 
Zur weiteren Analytik der Bindeeigenschaften des immobilisierten Galektins-3 wurde die 
Bindung unterschiedlicher Glykoproteine untersucht. Dies wurde ebenfalls von Sophia 
Böcker im Rahmen ihrer Masterarbeit durchgeführt. Dazu wurden zum einen kommerziell 
erhältliche Glykoproteinstandards auf ihre Bindung an das Material untersucht. Außerdem 
wurden die Glykane dieser enzymatisch modifiziert und die Bindung der modifizierten 
Standardglykoproteine erneut analysiert. 
Diese Untersuchung zeigte, dass die Glykoproteine Fetuin und Asialofetuin in 
vergleichbarer Menge über ihre Glykane mit dem Säulenmaterial interagieren (siehe 
Tabelle 4.12). Die gebundene Menge war etwas niedriger als in den Versuchen in 
Abbildung 4.77, was mit einer anderen Produktionscharge zu erklären ist. Im Gegensatz 
zur guten Bindung von ASF und Fetuin konnten nur minimalste Mengen Transferrin mit 
Laktose von der Säule eluiert werden (siehe Tabelle 4.12). 
Das in dieser Arbeit verwendete Fetuin trägt hauptsächlich terminale LacNAc-Typ II-
Einheiten, welche mit α2,3-glykosidisch verknüpfter Sialinsäure modifiziert sind. Nur 
wenige LacNAc-Epitope sind mit α2,6-Sialylierungen abgeschlossen (Green et al. 1988; 
Nilsson et al. 1979; Song et al. 2009b; Spiro 1960; Spiro 1962). α2,3-sialylierte LacNAc-
Einheiten werden vom Galektin-3 ähnlich gut gebunden, wie unmodifizierte (Rapoport et 
al. 2008; Stowell et al. 2008a), so dass die bindbare Menge von Fetuin und Asialofetuin 
nicht deutlich voneinander abweicht (siehe Tabelle 4.12). Transferrin, ein humanes Serum-
A         B 
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Glykoprotein, trägt im Gegensatz dazu zwei diantennäre N-Glykane, dessen terminale 
LacNAc-Einheiten mit α2,6-Sialylierungen modifiziert sind (Charlwood et al. 1998; Mann 
et al. 1970; Ryan et al. 2001; Wu et al. 2006). Diese Modifikation wird vom Galektin-3 
nicht erkannt (Hirabayashi et al. 2002; Kaltner et al. 2011; Leffler und Barondes 1986; 
Leppänen et al. 2005; Song et al. 2009b; Stowell et al. 2008a), so dass keine Bindung von 
Transferrin an das Affinitätsmaterial möglich ist. Zum Teil wurden minimale Mengen 
gebunden, welche vermutlich von nicht-komplett sialylierten N-Glykanen herrühren (siehe 
Abbildung 4.80). 
Tabelle 4.12: Bindekapazitäten der His6-SNAP-YFP-Gal-3-Sepharose bezüglich der Bindung von 
Asialofetuin, Fetuin und Transferrin 
Die eluierten Mengen der verschiedenen Glykoproteine sind in µg/ mg immobilisierten His6-SNAP-YFP-
Gal-3 angegeben. Es werden Mittelwerte von zwei Messungen gezeigt. Die Bindekapazitäten für 
Asialofetuin und Fetuin sind sehr ähnlich, wohingegen nur minimale Mengen Transferrin glykanvermittelt an 
das Säulenmaterial gebunden haben. 
Asialofetuin Fetuin Transferrin 
36.0 µg/mg 35.7 µg/mg 0.2 µg/mg 
 
Nach enzymatischer Modifikation der Glykanstrukturen dieser Proteine wurde eine weitere 
Bindeanalyse an das Galektin-3-Affinitätsmaterial durchgeführt. Dazu wurde Asialofetuin 
enzymatisch mit einer β-Galaktosidase aus Bacillus circulans (Biolactasa-NTL, Biocon, 
Spanien) behandelt, um endständige Galaktosereste zu entfernen. Nach dieser Behandlung 
konnte das Glykoprotein nicht mehr an das Galektin-Affinitätsmaterial binden (siehe 
Abbildung 4.78). Die erfolgreiche Degalaktosylierung kann anhand des apparent kleineren 
Molekulargewichts und der Fokussierung der Bande nach Entfernung der Galaktosereste 
detektiert werden. Die eingesetzte Galaktosidase zeigt Spezifität für β1,4- und β1,6-
glykosidisch verknüpfte Galaktosereste, aber nicht für β1,3-glykosidisch verknüpfte 
Galaktoseeinheiten (Kamerke et al. 2012). Somit kann LacNAc Typ II, welches 
hauptsächlich auf Asialofetuin präsentiert wird, von der Galaktosidase gespalten werden. 
Dadurch wird die Hauptbindestelle des Galektins-3 entfernt. Typ I- LacNAc, welches nur 
in geringen Mengen auf Asialofetuin präsentiert wird, kann nicht von dieser Galaktosidase 
gespalten werden. Aufgrund der geringen Mengen und der reduzierten Affinität des 
Galektins-3 für LacNAc Typ I im Vergleich zu LacNAc Typ II (Knibbs et al. 1993; 
Rabinovich und Toscano 2009; Salomonsson et al. 2010), reichen die LacNAc Typ I-
Epitope jedoch nicht für ein deutliches Bindesignal aus. Minimale Mengen konnten mittels 
Bradfordtest im Eluat nachgewiesen werden. Sie sind jedoch so gering, dass sie mittels 
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Coomassie-Färbung im SDS-Gel (siehe Abbildung 4.78, 2c) nicht detektiert werden 
können. 
Abbildung 4.78: Bindeanalyse von Asialofetuin und Asialo-agalaktofetuin an His6-SNAP-YFP-Gal-3-
Sepharose mittels SDS-PAGE (modifiziert nach (Kupper et al. 2013)) 
Es werden Proben vor Bindung an das His6-SNAP-YFP-Gal-3-Material (a), des Durchflusses (b) und des 
Eluats (c) von Asialofetuin (1) und Asialo-agalaktofetuin (2) gezeigt. Asialofetuin bindet an das 
Säulenmaterial, wohingegen Asialo-agalaktofetuin nur in der nicht-bindenden Fraktion detektiert werden 
kann. 
 
Die erwarteten N-Glykanstrukturen wurden mittels CE-Analyse bestätigt. Dazu wurden die 
N-Glykane mit PNGaseF abgespalten und anschließend am reduzierenden Ende mit dem 
Fluorophor APTS markiert. Die Größe der Glykane wurde anhand eines Glukose-Leiter-
Standards bestimmt. Demnach weist das Asialofetuin hauptsächlich Glykane mit elf 
Monosaccharideinheiten auf, welche nach Literaturangaben tri-antennären N-Glykanen 
zugeordnet werden können (siehe Abbildung 4.79 A) (Hong et al. 2001). Der kleinere Peak 
gehört dabei zu einem Glykan, welches eine terminale LacNAc-Typ I-Einheit präsentiert, 
wohingegen der Hauptpeak ausschließlich LacNAc Typ II präsentiert (Hong et al. 2001). 
Der dritte, früh eluierende, kleinere Peak kann einem di-antennären N-Glykan zugeordnet 
werden, welches bereits von anderen Gruppen für Fetuin oder Asialofetuin beschrieben 
wurde (Green et al. 1988; Huang et al. 2001). Die degalaktosylierte Probe weist haupt-
sächlich ein N-Glykan mit einer Größe von acht Monosaccharideinheiten auf (siehe 
Abbildung 4.79 B). Dies korreliert mit einem vollständig degalaktosylierten tri-antennären 
N-Glykan. Außerdem wird ein kleiner Peak einer Größe von neun Monosaccharideinheiten 
detektiert, welcher einem mono-galaktosyliertem tri-antennärem N-Glykan entspricht. 
Dieses rührt vermutlich von einer β1,3-verknüpften Galaktose her, die durch die 
eingesetzte Galaktosidase nicht abgespalten werden kann (Kamerke et al. 2012). Der dritte 
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Peak mit einer berechneten Größe von sieben Monosacchariden, könnte einem 
degalaktosyliertem di-antennären N-Glykan entsprechen. Somit belegt die CE-Analytik die 
erfolgreiche Degalaktosylierung und die Vermutungen zur Beschaffenheit der N-Glykane.  
Abbildung 4.79: CE-Analyse der APTS-markierten N-Glykane von Asialofetuin und Asialo-
agalaktofetuin (modifiziert nach (Kupper et al. 2013)) 
Es werden die Electropherogramme der N-Glykane von Asialofetuin (A) und Asialo-agalaktofetuin (B) nach 
PNGaseF-Abspaltung und APTS-Markierung gezeigt. Asialofetuin präsentiert N-Glykane mit neun und elf 
Monosacchariden, wohingegen Asialo-agalaktofetuin hauptsächlich N-Glykane mit acht Monosaccharid-
einheiten präsentiert, welche den schematisch dargestellten N-Glykanen entsprechen. 
 
Auch die Bindung von Transferrin wurde detaillierter untersucht. Dazu wurde Transferrin 
enzymatisch zunächst desialyliert und anschließend degalaktosyliert. Transferrin, Asialo-
transferrin und Asialo-agalaktotransferrin wurden auf ihre Bindung an das Säulenmaterial 
getestet. Wie bereits erwähnt zeigt Transferrin aufgrund seiner α2,6-Sialylierungen keine 
Bindung an das Galektin-3 (siehe Tabelle 4.12) (Charlwood et al. 1998; Hirabayashi et al. 
2002; Kaltner et al. 2011; Leffler und Barondes 1986; Leppänen et al. 2005; Mann et al. 
1970; Ryan et al. 2001; Song et al. 2009b; Stowell et al. 2008a; Wu et al. 2006). Eine 
minimale Menge gebundenen Proteins könnte von unvollständig sialyliertem Transferrin 
herrühren. Das SDS-Gel, für welches die Eluatprobe sehr stark aufkonzentriert wurde, 
zeigte lediglich eine Bande auf der Höhe des Transferrins (siehe Abbildung 4.80 1d), so 
dass andere Verunreinigungen unwahrscheinlich sind. Nach enzymatischer Entfernung der 
Sialinsäurereste konnte ein Teil des Proteins im Durchfluss und ein anderer Teil im Eluat 
nachgewiesen werden (siehe Abbildung 4.80 2b und d). Dies kann entweder mit einer nicht 
vollständigen Desialylierung oder mit einer überschrittenen Kapazität begründet werden, 
da theoretisch bei vollständiger Desialylierung alle N-Glykane terminale LacNAc-
Einheiten präsentieren sollten, die vom Galektin-3 gebunden werden können. Da auf eine 
Analytik der N-Glykane verzichtet wurde, kann dies nicht ausreichend geklärt werden. 
Eine anschließende Degalaktosylierung verhindert die Bindung des Transferrins an das 
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Galektin-3 wie erwartet vollständig (siehe Abbildung 4.80 3d). Der Anteil des 
Transferrins, welcher nach Desialylierung an die Säule gebunden hat (siehe Abbildung 
4.80 2d), kann nun nicht mehr gebunden werden, da keine Galaktosereste mehr präsentiert 
werden. 
Abbildung 4.80: Bindeanalyse von Transferrin, Asialotransferrin und Asialo-agalaktofetuin an His6-
SNAP-YFP-Gal-3-Sepharose mittels SDS-PAGE (nach der Masterarbeit von Sophia Böcker) 
Es werden Proben vor Bindung an das Galektin-3-Material (a), des Durchflusses (b), des Waschschrittes (c) 
und des Eluats (d) von Transferrin (1), Asialotransferrin (2) und Asialo-agalaktofetuin (3) gezeigt. 
Transferrin ist nahezu ausschließlich im Durchfluss zu finden, wohingegen Asialotransferrin zu einem 
deutlichen Anteil an das Säulenmaterial bindet. Asialo-agalaktofetuin bindet wiederum nicht an das 
Säulenmaterial. 
4.3.7 Immobilisierung an microbubbles 
Als mögliche Anwendung in der medizinischen Diagnostik wurden in Kooperation mit 
Stanley Fokong (Institut für experimentelle molekulare Bildgebung, Helmholtz-Institut für 
biomedizinische Technik, Prof. Kiessling) microbubbles mit dem His6-SNAP-YFP-
Galektin-3-Fusionsprotein markiert. Solche Mikroblasen können als Ultraschallkontrast-
mittel zur Untersuchung von Gefäßen eingesetzt werden (Kiessling et al. 2009). Durch 
Kopplung geeigneter Liganden an die Bläschen werden diese spezifisch an Gefäßwände 
gebunden und verbleiben dort, wohingegen unmarkierte Blasen in der Blutbahn zirkulieren 
und nach einer Weile über Lunge, Leber oder Milz entfernt werden (Kiessling et al. 2009). 
Liegen nur noch die gebundenen Blasen vor, können diese durch einen hochenergetischen 
Ultraschallpuls zerstört werden. Durch Quantifizierung des Signals vor und nach dem 
Ultraschallpuls kann auf die Menge gebundener Blasen rückgeschlossen werden. Ist der 
Ligand so gewählt, dass sich die Blasen in einem bestimmten Bereich, z.B. in 
angiogenetischen oder inflammatorischen Gefäßen anreichern, so kann eine Untersuchung 
dieser Gefäße erfolgen. 
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Da das Galektin-3 eine wichtige Funktion in Angiogenese, Tumorogenese und Entzündung 
spielt (John et al. 2003; Markowska et al. 2010; Mirandola et al. 2011; Rabinovich et al. 
2007a; Rabinovich und Toscano 2009; Wan et al. 2011), haben entsprechend markierte 
Blasen Potential als Kontrastmittel zur Detektion von Erkrankungen eingesetzt zu werden. 
Eine genaue Validierung möglicher Liganden und eine Quantifizierung der Bindung in 
unterschiedlichen Geweben sind notwendig, um eine tatsächliche Eignung feststellen oder 
widerlegen zu können. 
Benzylguanin-markierte Blasen wurden von Stanley Fokong zur Verfügung gestellt. Eine 
Belegungsdichte von ca. 1000 Benzylguaningruppen pro Blase wurde in Analogie zu 
anderen labelling-Reaktionen, die im Labor von Professor Kiessling durchgeführt wurden, 
angenommen. Ausgehend davon wurde das His6-SNAP-YFP-Gal-3 im hohen Überschuss 
(ca. 1000-fach) zu den Blasen zugegeben und über Nacht inkubiert, um die 
Markierungsreaktion ablaufen zu lassen. Zum Vergleich wurden Blasen ohne 
Benzylguanin ebenso behandelt. Zur Entfernung überschüssigen Proteins wurden die 
Blasen mehrfach gewaschen. Im Fluoreszenzmikroskop (Axio Imager.M2, Zeiss, 
Göttingen, Germany) konnte gezeigt werden, dass die spezifisch markierten Bläschen eine 
deutliche Fluoreszenz im Bereich des YFP zeigten, wohingegen der Ansatz ohne 
Benzylguanin kein Fluoreszenzsignal aufwies, somit also keine unspezifische Bindung des 
Proteins an die Blasen auftrat. Außerdem ist in Abbildung 4.81 zu erkennen, dass die 
markierten Blasen ebenso wie die Partikel, die in Kooperation mit Tobias Recker 
hergestellt worden sind (siehe 4.3.4), zur Aggregation neigen, was eventuell auf die 
Oligomerisierungseigenschaften des Galektins zurückzuführen ist. 
Abbildung 4.81: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen spezifisch markierter und unmarkierter 
Blasen (zur Verfügung gestellt von Stanley Fokong) 
Dargestellt sind Fluoreszenzmikroskopieaufnahmen (Anregung bei 488 nm und Emission bei 514 nm) der 
markierten Blasen (A) und der ebenso behandelten Kontrollblasen (B). Die Bindung von His6-SNAP-YFP-
Gal-3 der Benzylguanin-markierten Blasen ist deutlich anhand des YFP-Fluoreszenzsignals zu erkennen, 
wohingegen die Kontrollblasen keine Fluoreszenz aufweisen. 
A       B 
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Die so markierten Bläschen bieten die Möglichkeit zur Anwendung als Kontrastmittel im 
Tierversuch. Weitere Untersuchungen zu möglichen Bindepartnern im angiogenetischen 
Gefäß, wie VEGFR2 oder αvβ3-Integrine, die in der Literatur diskutiert werden 
(Markowska et al. 2010; Nangia-Makker et al. 2008), sowie in vivo und in vitro Versuche 
zur Interaktion des Galektins mit aktivierten Endothelzellen stehen noch aus. In einem 
Vorversuch wurde die Bindung von His6-SNAP-YFP-Gal-3 an HUVEC (Human vascular 
endothelial cells) mittels Durchflusszytometrie nachgewiesen. Die Bindung war wie 
erwartet mit 150 mM Laktose inhibierbar. Es wurde jedoch nicht vollständig das Signal 
ohne Galektin erreicht. Antikörper gegen VEGFR2 und die Integrin-Einheit αv zeigten 
keine eindeutige Reduktion des Bindesignals. Dies widerlegt jedoch nicht eine mögliche 
Interaktion des His6-SNAP-YFP-Gal-3 mit diesen Proteinen, sondern könnte auch damit 
erklärt werden, dass die Antikörper und das Galektin unterschiedliche Erkennungs-
strukturen binden und somit beide parallel an die Glykoproteine binden können. Weitere 
Untersuchungen, wie Co-Präzipitationstests oder eine Aufreinigung der Zellmembran-
proteine über die in Kapitel 4.3.6 beschriebenen Galektin-Affinitätssäulen, könnten 
Aufschluss über die Bindepartner des Galektins auf der Zelloberfläche des Endothels 
geben. 
Die erfolgreichen Immobilisierungsversuche auf unterschiedlichen Materialien belegen 
den möglichen Einsatz der Fusionsproteine für unterschiedliche Anwendungen nach 
Immobilisierung. Die Studien belegen die natürliche Funktion der Fusionsproteine und 
ermöglichen somit ein breites Anwendungsspektrum. 
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4.4 Zellkulturversuche 
4.4.1 Zelladhäsionsstudien 
In Kooperation mit Sakine Simsekyilmaz (Institut für Molekulare Herz-Kreislauf-
Forschung, Uniklinikum der RWTH Aachen, Prof. Weber/ Prof. Schober) wurden 
Untersuchungen zur Adhäsion unterschiedlicher Zellen auf Galektin-beschichteten 
Materialien durchgeführt. Dazu wurden in der Regel Nitinol-Oberflächen mit star-PEG-
Hydrogelen beschichtet. Die Beschichtungen wurden freundlicherweise vom Institut für 
Technische und Makromolekulare Chemie, RWTH Aachen vorbereitet. Die Hydrogel-
Beschichtung sorgt für eine geringe Protein- und Zelladsorption (Bruellhoff et al. 2010; 
Grafahrend et al. 2011; Groll et al. 2005; Heyes et al. 2007). Das Hydrogel wurde 
entweder direkt mit Galektinen inkubiert, so dass diese unspezifisch an das Material 
binden konnten, oder zunächst mit Laminin inkubiert, um dieses unspezifisch zu 
immobilisieren und anschließend die Galektine in ihrer nativen Konformation an die 
Laminin-Glykane zu binden. 
Untersucht wurde die Bindung von glatten Muskelzellen (Smooth muscle cells, SMC), 
HUVEC, endothelialen Progenitorzellen und THP-1-Zellen, eine Monocyten-Sorte. Diese 
Zellen sind direkt oder indirekt bei der Re-Endothelialisierung eines Stents beteiligt und 
wurden deshalb ausgewählt, um eine Stent-Beschichtung mit besonders positiven 
Eigenschaften zu entwickeln. Wünschenswert wäre eine rasche Besiedelung mit 
endothelialen Zellen, wohingegen eine Adhäsion von Entzündungszellen, sowie ein 
Einwachsen von glatten Muskelzellen vermieden werden sollte. 
Dabei konnte nachgewiesen werden, dass alle untersuchten Zelllinien an Oberflächen, die 
mit einem der drei Galektinen beschichtet wurden, adhärieren, jedoch den Erwartungen 
entsprechend nicht auf reinem star-PEG (siehe Abbildung 4.82 für HUVEC) (Bruellhoff et 
al. 2010; Grafahrend et al. 2011; Groll et al. 2005; Heyes et al. 2007). 
Abbildung 4.82: HUVEC auf unterschiedlichen Oberflächen nach 16 h Kultivierung 
Gezeigt sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der DAPI-gefärbten Zellkerne von HUVEC nach 16 h 
Kultivierung auf star-PEG (A), star-PEG mit Galektin-1C2S (B), star-PEG mit Galektin-3 (C) und star-PEG 
mit Galektin-8 (D). Es ist zu erkennen, dass auf reinem star-PEG nahezu keine Zelladhäsion stattfindet, 
wohingegen die Galektin-beschichteten Oberflächen Zelladhäsion ermöglichen. Bei der Beschichtung mit 
Galektin-8 bilden sich verstärkt vernetzende Strukturen aus. 
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Die Adhäsion geschah dabei sowohl an die unspezifisch adhärierten Galektine als auch an 
die über Laminin gebundenen Galektine. Auch an Laminin ohne Galektin als Quer-
vernetzungssubstanz adhärierten die Zellen. Alle drei Galektine werden in der Literatur als 
pro-angiogene Substanzen diskutiert, was die Interaktion mit Endothelzellen nahelegt  
(Delgado et al. 2011; Dings et al. 2012; Dings et al. 2010; Le Mercier et al. 2009; Lotan et 
al. 1994; Markowska et al. 2010; Nangia-Makker et al. 2000b). Galektin-1 ist auch dafür 
bekannt, die Adhäsion von SMC zu fördern und mit Komponenten derer extrazellulären 
Matrix zu interagieren, so dass die Bindung der SMC an mit Galektin-1C2S beschichtete 
Oberflächen ebenfalls erklärt werden kann (Moiseeva et al. 2000; Moiseeva et al. 2003). 
Da die Galektine auch in der Regulation der Immunantwort beteiligt sind und zum Beispiel 
bei der Rekrutierung von Immunzellen an einen Entzündungsherd eine Rolle spielen, ist 
auch die Bindung der Monocyten nicht verwunderlich (Rabinovich und Toscano 2009; 
Sano et al. 2000). 
Es konnten jedoch keine eindeutigen Tendenzen gezeigt werden, ob die Beschichtung mit 
einem bestimmten Galektin die Adhäsion einer ausgewählten Zellsorte bevorzugt. 
Lediglich die Beschichtung mit Galektin-8 löste eine erhöhte Bildung von vernetzenden 
Strukturen bei HUVEC aus. Auch durch die Variation der Menge immobilisierten 
Galektins oder der Adhäsionszeit wurden keine eindeutigen Unterschiede deutlich. 
Detailliertere Untersuchungen zur Menge des immobilisierten Galektins, Art der 
Präsentation und Kulturbedingungen könnten weiteren Aufschluss über die Binde-
mechanismen geben und zu einer Spezifizierung der Bindung beitragen. Generell eignen 
sich Galektine aufgrund des hier gezeigten positiven Einflusses auf die Zelladhäsion als 
Biomaterialbeschichtung. 
4.4.2 Angiogenese-Versuche 
In Zusammenarbeit mit Stefan Weinandy (Institut für angewandte Medizintechnik, 
Helmholtz-Institut für biomedizinische Technik, RWTH Aachen, Prof. Jockenhövel) 
wurden die pro-angiogenetischen Eigenschaften des Galektins-3 untersucht. Wie bereits 
erwähnt, wird Galektin-3 als ein wichtiger Faktor in der Angiogenese beschrieben, welcher 
diese in vitro und in vivo unterstützt (Markowska et al. 2010; Nangia-Makker et al. 
2000b). Die VEGF- und bFGF-vermittelte Angiogenese wird dabei über die Kombination 
von Glykanbinde- und Oligomerisierungseigenschaften des Galektins-3 reguliert. Dabei 
spielt die Galektin-3-Bindung an αvβ3-Integrine eine wichtige Rolle (Markowska et al. 
2010). Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob ähnliche Effekte in Kultursystemen 
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nachzuweisen sind, welche dann in späteren Schritten auf komplexere Systeme, wie eine 
3D-Vaskularisierung im tissue engineering übertragen werden könnten. 
Stefan Weinandy hat dazu einen 2D-Angiogenesetest in Form einer Cokultur von HUVEC 
auf Fibroblasten durchgeführt und dieser Kultur 10 µg/mL oder 100 µg/mL Galektin-3 
zugegeben und mit Ansätzen ohne Galektin-3 verglichen. Nach 7 Tagen Cokultivierung 
wurden die differenzierten Strukturen ausgewertet. Dazu wurden die Endothelzellen mit 
einem CD31-Antikörper angefärbt und mikroskopische Aufnahmen gemacht. CD31 ist ein 
Marker für Endothelzellen, so dass diese spezifisch angefärbt werden, ohne die 
Fibroblasten mitzudetektieren (Ordonez 2012). Die mikroskopischen Aufnahmen wurden 
auf das Vorhandensein von gefäßartigen Strukturen untersucht und die Länge, die Fläche, 
die Anzahl von Vernetzungspunkten dieser, sowie die Anzahl von Komplexen bestimmt 
(siehe Abbildung 4.83).  
Abbildung 4.83: Darstellung der untersuchten Strukturen in Endothelzellkulturen (Abbildung von 
Stefan Weinandy) 
Dargestellt sind mikroskopische Aufnahmen einer HUVEC-Cokultur nach Anfärbung der Endothelzellen mit 
einem CD31-Antikörper. Die untersuchten Parameter werden erklärend dargestellt. 
 
Der Effekt des Galektins-3 hing von der Menge ausgesäter Zellen ab und war optimal bei 
17500 Zellen beider Sorten. Durch Zugabe von 10 µg/mL Galektin-3 ins Medium wurden 
alle untersuchten Faktoren der Angiogenese positiv beeinflusst (siehe Abbildung 4.84). Die 
Zugabe von 100 µg/mL Galektin-3 wirkte sich ebenfalls positiv aus. Unter diesen 
Bedingungen lösten sich aber einige Zellen von der Materialoberfläche ab, so dass sich der 
positive Effekt auf die gemessenen Angiogenesegrößen wieder reduzierte. Demnach 
scheint eine Konzentration von 10 µg/mL optimal für die Angiogenese in diesem System 
zu sein. 
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Abbildung 4.84: Einfluss von Galektin-3 auf unterschiedliche Messwerte der Angiogenese (modifiziert 
nach einer Abbildung von Stefan Weinandy) 
Der Einfluss von 10 bzw. 100 µg/mL Galektin im Medium auf unterschiedliche Faktoren der Angiogenese 
eines 2D-Cokultur-Systems mit einer Anfangszellzahl von 17500 wird dargestellt. Dabei wird die Länge der 
tubulären Strukturen, die Fläche dieser, sowie die Anzahl an Verzweigungsstellen und abgeschlossenen 
Komplexen untersucht. Die Zugabe von Galektin wirkt sich positiv auf alle untersuchten Größen der 
Angiogenese aus. 
 
Dieser Versuch zeigt den positiven Einfluss des Galektins-3 auf die Angiogenese. Es 
bilden sich unter Zugabe von Galektin-3 mehr, größere und verzweigtere Gefäß-artige 
Komplexe aus. Dies könnte in 3D-Kultursystemen weiter optimiert werden. Eventuell 
könnte durch Anlagerung des Galektins-3 an Fasern oder Strukturen eine gerichtetere 
Ausbildung der Strukturen erfolgen. Dies könnte wiederum die Versorgung von Zellen in 
einem dreidimensionalen tissue-engineering-scaffold erleichtern und das entstehende 
Implantat mit Blut versorgen. 
Die beiden Studien zum Einfluss humaner Galektine auf Zelladhäsion und –entwicklung 
zeigen erste positive Ergebnisse, welche in weiterführenden Projekten detaillierter 
untersucht werden können. 
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5 Zusammenfassung 
Ziel der Arbeit war die Synthese und Charakterisierung von Galektinen und Glykan-
derivaten zum Aufbau von Biomaterialbeschichtungen. 
Im Hinblick auf die Variante eines mehrschrittigen Aufbaus einer möglichst flexiblen 
Nachbildung der extrazellulären Matrix (siehe Abbildung 2.1 A) wurden zunächst 
unterschiedliche Glykane auf Basis von poly-LacNAc-linker-tBoc-Sacchariden hergestellt. 
Dazu wurden lineare Glykanketten im präparativen Maßstab hergestellt und für weitere 
Modifikationen und zur Evaluierung der Galektinbindung eingesetzt. Außerdem wurden 
unterschiedliche Modifikationen durchgeführt, um Glykane mit höherer Bindestärke und 
Selektivität für die Galektine-1 und -3 herzustellen. Zum einen wurden Saccharide mit 
terminalen LacDiNAc-Epitopen synthetisiert. Zum anderen wurden poly-LacNAc-linker-
tBoc-Glykane an der terminalen, nicht-reduzierenden Galaktoseeinheit zum Aldehyd 
oxidiert und durch weitere chemische Modifikation zum α,β-ungesättigten Aldehyd oder 
zu biotinylierten Sacchariden umgewandelt. Zusätzlich zu diesen Modifikationen wurde 
auch eine enzymatische Verlängerung der verschiedenen Produkte getestet, welche für 6-
Aldo und 6-Biotin-Produkte möglich war. Somit wurde die Möglichkeit der Synthese 
mehrfach modifizierter poly-LacNAc-linker-tBoc-Saccharide belegt. Auch eine chemische 
Kopplung entschützter poly-LacNAc-linker-NH2-Saccharide an 6-Aldo-Glykane war 
möglich, so dass verzweigte Glykane mit Ähnlichkeit zum I-Antigen hergestellt werden 
konnten. Durch die Multivalenz haben diese Liganden besonderes Potential für die 
Galektinbindung. Insgesamt wurde ein breites Spektrum interessanter neuer poly-LacNAc-
linker-tBoc-Glykanderivate in dieser Arbeit synthetisiert. 
Verschiedene Glykokonjugate wurden in zwei unterschiedlichen Versuchsaufbauten auf 
ihre Bindung an Galektin-1C2S und Galektin-3 untersucht. Dazu wurde ein Inhibitionstest 
durchgeführt, anhand dessen relative Inhibitionskräfte der einzelnen Glykane für die 
Galektine bestimmt werden konnten und somit Aussagen über die Bindegüte einzelner 
Liganden getroffen werden konnten. Des Weiteren wurden Glykane über die freie 
Aminogruppe am Linker an Mikrotiterplatten immobilisiert und anschießend die Bindung 
der Galektine an diese Oberfläche detektiert. Dieser Aufbau diente als direkte Vorstudie 
für den Aufbau einer künstlichen extrazellulären Matrix. Im Hinblick auf die linearen poly-
LacNAc-linker-tBoc-Glykane wurden weitgehend die Erwartungen der Literaturlage 
bestätigt. Das Galektin-3 weist eine Präferenz für sich wiederholende LacNAc-Einheiten 
auf, wohingegen das Galektin-1C2S vorzugsweise an Galaktose-terminierte Glykane 
bindet. Auf immobilisierten Strukturen kommt zusätzlich ein Effekt durch sterische 
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Hinderungen bei kurzen Liganden dazu. Mit LacDiNAc modifizierte Glykane wiesen eine 
leichte Präferenz für das Galektin-3 auf, wohingegen die Bindung an das Galektin-1C2S 
im Vergleich zu LacNAc-Typ II-Liganden reduziert war. Besonders hervorzuheben sind 
die α,β-ungesättigten Aldehyde des Tetrasaccharids und Hexasaccharids, welche eine 
besonders starke Inhibitionskraft auf die Galektin-1C2S-ASF-Bindung aufwiesen. Die 
Bindung des α,β-ungesättigten Aldehyds des Tetrasaccharids konnte auch durch die 
Probenvorbereitung für die SDS-PAGE nicht gelöst werden, was auf eine kovalente 
Bindung hindeutet. Die 6-biotinylierten Saccharide weisen eine geringe Bindung zum 
Galektin-1C2S auf, wohingegen die Bindung an das Galektin-3 in Lösung vergleichbar mit 
unmodifizierten Glykanen ist. Demnach wird mit diesen Zuckern eine Spezifität für das 
Galektin-3 gegenüber dem Galektin-1C2S erreicht. Vor allem auf immobilisierten 6-
biotinylierten Glykanen ist die Galektin-3-Bindung sehr gut. Zusammenfassend lässt sich 
sagen, dass Glykanliganden mit deutlich erhöhter Bindegüte und Selektivität für die beiden 
untersuchten Galektine hergestellt worden sind, die in nachfolgenden Studien zum Aufbau 
einer künstlichen extrazelluären Matrix oder als lösliche Inhibitoren eingesetzt werden 
können. Galektin-Inhibitoren könnten Anwendung in der Krebstherapie oder zur 
Behandlung von Entzündungserkrankungen finden. 
Für den Aufbau einer Biomaterialoberfläche mit direkt immobilisiertem Galektin (siehe 
Abbildung 2.1 B) wurden Fusionsproteine hergestellt. Diese tragen neben der Galektin-
Einheit einen SNAP-Tag zur einfachen gerichteten Immobilisierung und ein Fluoreszenz-
protein zum Nachweis der Immobilisierung. In ihren Binde- und Oligomerisierungs-
eigenschaften sind diese in etwa mit den unfusionierten Galektinen vergleichbar. Die 
erfolgreiche gerichtete Immobilisierung dieser Fusionsproteine wurde an unterschiedlichen 
Oberflächen gezeigt. Die SNAP-Tag-orientierte Kopplung zeigte sich dabei vorteilhaft 
gegenüber einer nicht-orientierten Kopplungsstrategie über NHS-Chemie, da eine ca. 
dreifach höhere Bindekapazität nach gerichteter Immobilisierung erreicht werden konnte. 
Positive Effekte ungerichtet immobilisierter Galektine auf die Adhäsion von Zellen 
konnten in ersten Versuchen gezeigt werden. Aufgrund der besseren Immobilisierbarkeit 
mit höherer Funktionalität ist eine Weiterführung dieser Versuche zur Zelladhäsion mit 
den neuartigen Konstrukten vielversprechend. Außerdem wurde für das Galektin-3 eine 
pro-angiogene Wirkung gezeigt, welche ebenfalls in weiteren Versuchsaufbauten mit 
immobilisiertem Galektin-3 weiter untersucht werden kann. 
Aufgrund der intrinsischen Fluoreszenz eignen sich die Fusionsproteine auch zur Analytik 
mittels Durchflusszytometrie und für immunhistologische Zellfärbungen. Andere 
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biomedizinische Anwendungen zum Beispiel als Galektin-Affinitätssäulen zur 
Aufreinigung von Glykoproteinen oder nach Kopplung an Partikel oder microbubbles 
können in Zukunft weiter analysiert werden. 
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6 Summary 
The aim of the project was to synthesise and characterise galectins and glycan derivatives 
for the composition of a biomaterial surface. 
Regarding the variant with a multi-layer assembly for flexible imitation of an extracellular 
matrix (see Abbildung 2.1 A) different glycans basing on poly-LacNAc-linker-tBoc 
saccharides were produced. First, linear saccharides were prepared in preparative scale and 
used for further modification and evaluation of galectin binding. Moreover different 
modifications were introduced to produce glycans with high binding strength and 
selectivity for galectins-1 and -3. On the one hand saccharides with terminal LacDiNAc-
epitope were produced. On the other hand poly-LacNAc-linker-tBoc glycans were oxidised 
to an aldehyde at the terminal, non-reducing galactose unit and were further chemically 
modified to an α,β-unsaturated aldehyde or a biotinylated saccharide. In addition to these 
modifications an enzymatic elongation of different products was tested which was possible 
for the 6-aldehyde and 6-biotinylated products. In this way the possible production of poly-
LacNAc-linker-tBoc saccharides with multiple modifications was proven. Moreover, a 
chemical coupling of deprotected poly-LacNAc-linker-NH2 saccharides to a 6-aldehyde 
glycan was possible. Therefore branched glycans with similarity to the I-antigen can be 
produced. Due to this multivalency these ligands have especially high potential for galectin 
binding. In summary a broad spectrum of interesting novel poly-LacNAc-linker-tBoc 
glycan derivatives was synthesised in this study. 
Different glycoconjugates were tested for their binding to galectins-1 and -3 in two 
different assay set-ups. Therefore an inhibitory assay was applied, which yielded in relative 
inhibitory potencies for single glycans and therefore allowed for the judgement of binding 
strength for different glycans. Moreover glycans were immobilised onto microtiterplates 
via their free amino-group and subsequently the binding of galectins to these surfaces was 
detected. This set-up was used as preliminary study for the assembly of an artificial ECM. 
Regarding linear poly-LacNAc-linker-tBoc glycans the expectations from literature 
knowledge were basically confirmed. Galectin-3 shows a preference for repeating LacNAc 
units, while galectin-1C2S binds preferentially to gal-terminated glycans. On immobilised 
glycan structures an additional effect of sterical hindrance for short ligands was 
determined. LacDiNAc-modified glycans showed a slight preference for galectin-3, while 
in contrast galectin-1C2S binding was reduced in comparison to LacNAc type II ligands. 
Remarkable is the α,β-unsaturated aldehyde of the tetrasaccharide and hexasaccharide, 
which shows an extraordinary strong inhibitory potency for the galectin-1C2S-ASF-
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binding. The binding of α,β-unsaturated aldehyde of the tetrasaccharide is even stable 
under conditions for SDS-PAGE sample preparation which suggests covalent binding. 6-
biotinylated saccharides show only slight binding to galectin-1C2S, while binding of 
galectin-3 in solution is comparable with unmodified glycans. As a result these glycans 
show specificity for galectin-3 in comparison to galectin-1C2S. Especially on immobilised 
6-biotinylated glycans the galectin-3 binding is very good. In summary glycan ligands with 
clearly increased binding strength and selectivity for the two tested galectins have been 
produced, which can be used in subsequent studies for the assembly of an artificial 
extracellular matrix or as soluble inhibitors. Galectin inhibitors might be applied in cancer 
therapy or for the treatment of inflammatory diseases. 
Regarding the production of a biomaterial surface with directly immobilised galectin (see 
Abbildung 2.1 B) fusion proteins have been produced. These have additionally to the 
galectin part a SNAP-tag for oriented immobilisation and a fluorescence protein for 
controlling the immobilisation. Regarding their binding and oligomerisation properties 
they are generally comparable with unfused galectins. The successful immobilisation of 
fusion proteins was shown on different surfaces. SNAP-tag oriented coupling was  
advantegeous compared to non-directed coupling by NHS-chemistry as binding capacity is 
approximately threefold increased for oriented coupling. Positive effects for non-oriented 
immobilised galectins on the adhesion of cells could be shown in preliminary assays. Due 
to the better immobilisation properties with higher functionality further experiments on cell 
adhesion with these novel fusion proteins are promising. Moreover a pro-angiogenic effect 
was shown for galectin-3 which could as well be further exploited in additional 
experiments with immobilised galectin-3. 
Due to their intrinsic fluorescence the fusion proteins are furthermore suitable for flow 
cytometry analytics and immune histological stainings. Additional biomedical applications 
for example as galectin affinity column for the purification of glycoproteins or after 
coupling to beads or microbubbles could be analysed in future.  
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8 Anhang 
8.1 Sequenzen der in dieser Arbeit verwendeten Proteine 
8.1.1 His6-Galektin-1C2S 
MGSSHHHHHHSQDPRMASGLVASNLNLKPGECLRVRGEVAPDAKSFVLNLGKDS
NNLCLHFNPRFNAHGDANTIVCNSKDGGAWGTEQREAVFPFQPGSVAEACITFDQ
ANLTVKLPDGYEFKFPNRLNLEAINYMAADGDFKIKCVAFD 
8.1.2 His6-Galektin-3 
MGSSHHHHHHSQDPNSGMADNFSLHDALSGSGNPNPQGWPGAWGNQPAGAGG
YPGASYPGAYPGQAPPGAYPGQAPPGAYPGAPGAYPGAPAPGVYPGPPSGPGAYP
SSGQPSATGAYPATGPYGAPAGPLIVPYNLPLPGGVVPRMLITILGTVKPNANRIAL
DFQRGNDVAFHFNPRFNENNRRVIVCNTKLDNNWGREERQSVFPFESGKPFKIQV
LVEPDHFKVAVNDAHLLQYNHRVKKLNEISKLGISGDIDLTSASYTMI 
8.1.3 His6-Galektin-8 
MGSSHHHHHHSQDPNSSSAUPMLSLNNLQNIIYNPVIPFVGTIPDQLDPGTLIVIRG
HVPSDADRFQVDLQNGSSVKPRADVAFHFNPRFKRAGCIVCNTLINEKWGREEIT
YDTPFKREKSFEIVIMVLKDKFQVAVNGKHTLLYGHRIGPEKIDTLGIYGKVNIHSI
GFSFSSDLQSTQASSLELTEIVRENVPKSGTPQLSLPFAARLNTPMGPGRTVVVQGE
VNANAKSFNVDLLAGKSKDIALHLNPRLNIKAFVRNSFLQESWGEEERNITSFPFSP
GMYFEMIIYCDVREFKVAVNGVHSLEYKHRFKELSSIDTLEINGDIHLLEVRSW 
8.1.4 His6-SNAP-YFP-Gal3 
MASHHHHHHDKDCE|MKRTTLDSPLGKLELSGCEQGLHEIKLLGKGTSAADAVEV
PAPAAVLGGPEPLMQATAWLNAYFHQPEAIEEFPVPALHHPVFQQESFTRQVLWK
LLKVVKFGEVISYQQLAALAGNPAATAAVKTALSGNPVPILIPCHRVVSSSGAVGG
YEGGLAVKEWLLAHEGHRLGK|PGLGTGDDDDKA|MVSKGEELFTGVVPILVELD
GDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVTTFGYGLQCFARY
PDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGID
FKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHYQQ
NTPIGDGPVLLPDNHYLSYQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYK|
MADNFSLHDALSGSGNPNPQGWPGAWGNQPAGAGGYPGASYPGAYPGQAPPGA
YPGQAPPGAYPGAPGAYPGAPAPGVYPGPPSGPGAYPSSGQPSATGAYPATGPYG
APAGPLIVPYNLPLPGGVVPRMLITILGTVKPNANRIALDFQRGNDVAFHFNPRFNE
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NNRRVIVCNTKLDNNWGREERQSVFPFESGKPFKIQVLVEPDHFKVAVNDAHLLQ
YNHRVKKLNEISKLGISGDIDLTSASYTMI 
His6-Tag, SNAP-Tag, Enterokinase-Schnittstelle, YFP und Gal-3 sind optisch voneinander abgegrenzt 
8.1.5 His6-SNAP-DsRedM-Gal1C2S 
MASHHHHHHDKDCE|MKRTTLDSPLGKLELSGCEQGLHEIKLLGKGTSAADAVEV
PAPAAVLGGPEPLMQATAWLNAYFHQPEAIEEFPVPALHHPVFQQESFTRQVLWK
LLKVVKFGEVISYQQLAALAGNPAATAAVKTALSGNPVPILIPCHRVVSSSGAVGG
YEGGLAVKEWLLAHEGHRLGK|PGLGTGDDDDKA|MDNTEDVIKEFMQFKVRME
GSVNGHYFEIEGEGEGKPYEGTQTAKLQVTKGGPLPFAWDILSPQFQYGSKAYVK
HPADIPDYMKLSFPEGFTWERSMNFEDGGVVEVQQDSSLQDGTFIYKVKFKGVNF
PADGPVMQKKTAGWEPSTEKLYPQDGVLKGEISHALKLKDGGHYTCDFKTVYKA
KKPVQLPGNHYVDSKLDITNHNEDYTVVEQYEHAEARHSGSQ|LYN|MASGLVAS
NLNLKPGECLRVRGEVAPDAKSFVLNLGKDSNNLCLHFNPRFNAHGDANTIVCNS
KDGGAWGTEQREAVFPFQPGSVAEVCITFDQANLTVKLPDGYEFKFPNRLNLEAI
NYMAADGDFKIKCVAFD 
His6-Tag, SNAP-Tag, Enterokinase-Schnittstelle, DsRedM und Gal-1C2S sind optisch voneinander 
abgegrenzt 
8.1.6 His6-propeptid-cat-β4-Gal-T1 (Y284L) 
MGHHHHHHNDSTTQTTTPLEVAQTSQQETHTHQTPVTSLHTATPEHVDDSKEATP
LPEKAESPKTEVTVQPSSHTQEVPALHKKTQQQPAYKDKTVPESTIASKSVESNKA
TENEMSPVEHHASNVEKREDRLETNETTPPSVDREFSHKIINNTHVNPKTDGQTNV
NVDTKTIDTVSPKDDRIDTAQPKQVDVPKENTTAQNKFTSQASELRTGGARPPPLG
ASSQPRPGGDSSPVVDSGPGPASNLTSVPVPHTTAL|SLPACPEESPLLVGPMLIEFN
MPVDLELVAKQNPNVKMGGRYAPRDCVSPHKVAIIIPFRNRQEHLKYWLYYLHP
VLQRQQLDYGIYGIYVINQAGDTIFNRAKLLNVGFQEALKDYDYTCFVFSFVDLIP
MNDHNAYRCFSQPRHISVAMDKFGFSLPYVQY/LFGGVSALSKQQFLTINGFPNNY
WGWGGEDDDIFNRLVFRGMSISRPNAVVGRCRMIRHSRDKKNEPNPQRFDRIAHT
KETMLSDGLNSLTYQYLDVQRYPLYTQITVDIGTPS 
Die katalytische Domäne ist optisch vom Propeptid getrennt, die Mutation zur Substratspezifitätsänderung ist 
ebenso hervorgehoben 
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8.1.7 β3-GlcNAc-T 
MKIEEGKLVIWINGDKGYNGLAEVGKKFEKDTGIKVTVEHPDKLEEKFPQVAATG
DGPDIIFWAHDRFGGYAQSGLLAEITPDKAFQDKLYPFTWDAVRYNGKLIAYPIAV
EALSLIYNKDLLPNPPKTWEEIPALDKELKAKGKSALMFNLQEPYFTWPLIAADGG
YAFKYENGKYDIKDVGVDNAGAKAGLTFLVDLIKNKHMNADTDYSIAEAAFNKG
ETAMTINGPWAWSNIDTSKVNYGVTVLPTFKGQPSKPFVGVLSAGINAASPNKEL
AKEFLENYLLTDEGLEAVNKDKPLGAVALKSYEEELAKDPRIAATMENAQKGEIM
PNIPQMSAFWYAVRTAVINAASGRQTVDEALKDAQTRITK|GGGHIFNPRGSH|MT
SASSHSFKEQDFHIPIAFAFDKNYLIPAGACIYSLLESIAKANKKIRYTLHALVVGLN
EEDKTKLNQITEPFKEFAVLEVKDIEPFLDTIPNPFDEDFTKRFSKMVLVKYFLADL
FPKYSKMVWSDVDVIFCNEFSADFLNIKENDENYFYGVLEVEKHHMMEGFLFCN
LDYQRKKNFTLRMHELLKGNEAKGELDFTKWCWPNMKALGIEYCVFPYYYTIKD
FSNAYLNENYKKTILEARENPTIIHYDAWWGAVKPWDYPFGLKADLWLNALAKT
PFMSDYTKKMHTNESFYTTKMAEQHYFSSVKSSKEIVFKAPYLFFKSYLFVVFKER
KIHSRVFELTCNLVKKFFNKLIYFVFLMPKALVKRAVSKILRVLGLHGIVKKILIKL
KLLKKG 
Das Maltosebindeprotein, sowie die β3-GlcNAc-T sind optisch voneinander getrennt 
8.1.8 UDP-Glc/GlcNAc-4`-Epimerase 
Epimeraseteil: 
MKILISGGAGYIGSHTLRQFLKTDHEICVLDNLSKGSKIAIEDLQKTRAFKFFEQDLS
DFQGVKALFEREKFDAIVHFAASIEVFESMQNPLKYYMNNTVNTTNLIETCLQTGV
NKFIFSSTAATYGEPQTPVVSETSPLAPINPYGRSKLMSEEVLRDASMANPEFKHCI
LRYFNVAGACMDYTLGQRYPKATLLIKVAAECAAGKRDKLFIFGDDYDTKDGTCI
RDFIHVDDISSAHLAALDYLKENESNVFNVGYGHGFSVKEVIEAMKKVSGVDFKV
ELAPRRAGDPSVLISDASKIRNLTSWQPKYDDLELICKSAFDWEKQC 
Es ist nur der Epimerase-Anteil gezeigt, welcher ähnlich wie die β3-GlcNAc-T als Fusion mit dem 
Maltosebindeprotein vorliegt 
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8.2 Vektorkarten und Sequenzen der verwendeten Galektine 
8.2.1 pETDuet-His6-Gal-1C2S 
Abbildung 8.1: Vektorkarte des pETDuet-His6-Gal-1C2S 
Der Aufbau des Vektors zur Expression des His6-Gal-1C2S ist schematisch gezeigt. Teile des Gens, das Gen 
für die Expression der β-Laktamase sowie wichtige Schnittstellen sind gezeigt. 
 
ATGGGCAGCAGCCATCACCATCATCACCACAGCCAGGATCCGCGCATGGCTTCTGGTCTGGTCG
CCAGCAACCTGAATCTCAAACCTGGAGAGTGCCTTCGAGTGCGAGGCGAGGTGGCTCCTGACG
CTAAGAGCTTCGTGCTGAACCTGGGCAAAGACAGCAACAACCTGTGCCTGCACTTCAACCCTCG
CTTCAACGCCCACGGCGACGCCAACACCATCGTGTGCAACAGCAAGGACGGCGGGGCCTGGGG
GACCGAGCAGCGGGAGGCTGTCTTTCCCTTCCAGCCTGGAAGTGTTGCAGAGGTGTGCATCACC
TTCGACCAGGCCAACCTGACCGTCAAGCTGCCAGATGGATACGAATTCAAGTTCCCCAACCGCC
TCAACCTGGAGGCCATCAACTACATGGCAGCTGACGGTGACTTCAAGATCAAATGTGTGGCCTT
TGACTGA 
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8.2.2 pETDuet-His6-Gal-3 
Abbildung 8.2: Vektorkarte des pETDuet-His6-Gal-3 
Der Aufbau des Vektors zur Expression des His6-Gal-3 ist schematisch gezeigt. Teile des Gens, das Gen für 
die Expression der β-Laktamase sowie wichtige Schnittstellen sind gezeigt. 
 
ATGGGCAGCAGCCATCACCATCATCACCACAGCCAGGATCCGAATTCCGGGATGGCAGACAAT
TTTTCGCTCCATGATGCGTTATCTGGGTCTGGAAACCCAAACCCTCAAGGATGGCCTGGCGCAT
GGGGGAACCAGCCTGCTGGGGCAGGGGGCTACCCAGGGGCTTCCTATCCTGGGGCCTACCCCG
GGCAGGCACCCCCAGGGGCTTATCCTGGACAGGCACCTCCAGGCGCCTACCCTGGAGCACCTG
GAGCTTATCCCGGAGCACCTGCACCTGGAGTCTACCCAGGGCCACCCAGCGGCCCTGGGGCCTA
CCCATCTTCTGGACAGCCAAGTGCCACCGGAGCCTACCCTGCCACTGGCCCCTATGGCGCCCCT
GCTGGGCCACTGATTGTGCCTTATAACCTGCCTTTGCCTGGGGGAGTGGTGCCTCGCATGCTGAT
AACAATTCTGGGCACGGTGAAGCCCAATGCAAACAGAATTGCTTTAGATTTCCAAAGAGGGAA
TGATGTTGCCTTCCACTTTAACCCACGCTTCAATGAGAACAACAGGAGAGTCATTGTTTGCAAT
ACAAAGCTGGATAATAACTGGGGAAGGGAAGAAAGACAGTCGGTTTTCCCATTTGAAAGTGGG
AAACCATTCAAAATACAAGTACTGGTTGAACCTGACCACTTCAAGGTTGCAGTGAATGATGCTC
ACTTGTTGCAGTACAATCATCGGGTTAAAAAACTCAATGAAATCAGCAAACTGGGAATTTCTGG
TGACATAGACCTCACCAGTGCTTCATATACCATGATATAA 
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8.2.3 pETDuet-His6-Gal-8 
Abbildung 8.3: Vektorkarte des pETDuet-His6-Gal-8 
Der Aufbau des Vektors zur Expression des His6-Gal-8 ist schematisch gezeigt. Teile des Gens, das Gen für 
die Expression der β-Laktamase sowie wichtige Schnittstellen sind gezeigt. 
 
ATGGGCAGCAGCCATCACCATCATCACCACAGCCAGGATCCGAATTCGAGCTCGGCGCGCCCG
ATGTTGTCCTTAAACAACCTACAGAATATCATCTATAACCCGGTAATCCCGTTTGTTGGCACCAT
TCCTGATCAGCTGGATCCTGGAACTTTGATTGTGATACGTGGGCATGTTCCTAGTGACGCAGAC
AGATTCCAGGTGGATCTGCAGAATGGCAGCAGCGTGAAACCTCGAGCCGATGTGGCCTTTCATT
TCAATCCTCGTTTCAAAAGGGCCGGCTGCATTGTTTGCAATACTTTGATAAATGAAAAATGGGG
ACGGGAAGAGATCACCTATGACACGCCTTTCAAAAGAGAAAAGTCTTTTGAGATCGTGATTATG
GTGCTGAAGGACAAATTCCAGGTGGCTGTAAATGGAAAACATACTCTGCTCTATGGCCACAGG
ATCGGCCCAGAGAAAATAGACACTCTGGGCATTTATGGCAAAGTGAATATTCACTCAATTGGTT
TTAGCTTCAGCTCGGACTTACAAAGTACCCAAGCATCTAGTCTGGAACTGACAGAGATAGTTAG
AGAAAATGTTCCAAAGTCTGGCACGCCCCAGCTTAGCCTGCCATTCGCTGCAAGGTTGAACACC
CCCATGGGCCCTGGACGAACTGTCGTCGTTCAAGGAGAAGTGAATGCAAATGCCAAAAGCTTT
AATGTTGACCTACTAGCAGGAAAATCAAAGGATATTGCTCTACACTTGAACCCACGCCTGAATA
TTAAAGCATTTGTAAGAAATTCTTTTCTTCAGGAGTCCTGGGGAGAAGAAGAGAGAAATATTAC
CTCTTTCCCATTTAGTCCTGGGATGTACTTTGAGATGATAATTTATTGTGATGTTAGAGAATTCA
AGGTTGCAGTAAATGGCGTACACAGCCTGGAGTACAAACACAGATTTAAAGAGCTCAGCAGTA
TTGACACGCTGGAAATTAATGGAGACATCCACTTACTGGAAGTAAGGAGCTGGTAG 
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8.2.4 pET17-His6-SNAP-YFP-Gal3 
 
Abbildung 8.4: Vektorkarte des pET17-His6-SNAP-YFP-Gal-3 
Der Aufbau des Vektors zur Expression des His6-SNAP-YFP-Gal-3 ist schematisch gezeigt. Teile des Gens, 
das Gen für die Expression der β-Laktamase sowie wichtige Schnittstellen sind gezeigt. 
 
ATGGCTAGCCATCATCACCATCACCATGACAAAGATTGCGAAATGAAACGTACCACCCTGGATA
GCCCGCTGGGCAAACTGGAACTGAGCGGCTGCGAACAGGGCCTGCATGAAATTAAACTGCTGG
GTAAAGGCACCAGCGCGGCCGATGCGGTTGAAGTTCCGGCCCCGGCCGCCGTGCTGGGTGGTC
CGGAACCGCTGATGCAGGCGACCGCGTGGCTGAACGCGTATTTTCATCAGCCGGAAGCGATTG
AAGAATTTCCGGTTCCGGCGCTGCATCATCCGGTGTTTCAGCAGGAGAGCTTTACCCGTCAGGT
GCTGTGGAAACTGCTGAAAGTGGTTAAATTTGGCGAAGTGATTAGCTATCAGCAGCTGGCGGCC
CTGGCGGGTAATCCGGCGGCCACCGCCGCCGTTAAAACCGCGCTGAGCGGTAACCCGGTGCCG
ATTCTGATTCCGTGCCATCGTGTGGTTAGCTCTAGCGGTGCGGTTGGCGGTTATGAAGGTGGTCT
GGCGGTGAAAGAGTGGCTGCTGGCCCATGAAGGTCATCGTCTGGGTAAACCGGGTCTGGGAAC
CGGTGATGACGACGATAAGGCCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCC
CATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGA
GGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTG
CCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCTTCGGCTACGGCCTGCAGTGCTTCGCCCGCTACCCCGACC
ACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCAT
CTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCT
GGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAA
GCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCAT
CAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTA
CCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCTAC
CAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTG
ACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGATGGCAGACAATTTTTCGCTCC
ATGATGCGTTATCTGGGTCTGGAAACCCAAACCCTCAAGGATGGCCTGGCGCATGGGGGAACC
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AGCCTGCTGGGGCAGGGGGCTACCCAGGGGCTTCCTATCCTGGGGCCTACCCCGGGCAGGCAC
CCCCAGGGGCTTATCCTGGACAGGCACCTCCAGGCGCCTACCCTGGAGCACCTGGAGCTTATCC
CGGAGCACCTGCACCTGGAGTCTACCCAGGGCCACCCAGCGGCCCTGGGGCCTACCCATCTTCT
GGACAGCCAAGTGCCACCGGAGCCTACCCTGCCACTGGCCCCTATGGCGCCCCTGCTGGGCCAC
TGATTGTGCCTTATAACCTGCCTTTGCCTGGGGGAGTGGTGCCTCGCATGCTGATAACAATTCTG
GGCACGGTGAAGCCCAATGCAAACAGAATTGCTTTAGATTTCCAAAGAGGGAATGATGTTGCCT
TCCACTTTAACCCACGCTTCAATGAGAACAACAGGAGAGTCATTGTTTGCAATACAAAGCTGGA
TAATAACTGGGGAAGGGAAGAAAGACAGTCGGTTTTCCCATTTGAAAGTGGGAAACCATTCAA
AATACAAGTACTGGTTGAACCTGACCACTTCAAGGTTGCAGTGAATGATGCTCACTTGTTGCAG
TACAATCATCGGGTTAAAAAACTCAATGAAATCAGCAAACTGGGAATTTCTGGTGACATAGACC
TCACCAGTGCTTCATATACCATGATATAA 
8.2.5 pET17-His6-SNAP-DsRedM-Gal1C2S 
Abbildung 8.5: Vektorkarte des pET17-His6-SNAP-DsRedM-Gal-1C2S 
Der Aufbau des Vektors zur Expression des His6-SNAP-DsRedM-Gal-1C2S ist schematisch dargestellt. Die 
Bestandteile des Genkonstrukts, das Gen für die Expression der β-Laktamase zur Ampicilllinresistenz sowie 
wichtige Schnittstellen sind gezeigt. 
 
ATGGCTAGCCATCATCACCATCACCATGACAAAGATTGCGAAATGAAACGTACCACCCTGGATA
GCCCGCTGGGCAAACTGGAACTGAGCGGCTGCGAACAGGGCCTGCATGAAATTAAACTGCTGG
GTAAAGGCACCAGCGCGGCCGATGCGGTTGAAGTTCCGGCCCCGGCCGCCGTGCTGGGTGGTC
CGGAACCGCTGATGCAGGCGACCGCGTGGCTGAACGCGTATTTTCATCAGCCGGAAGCGATTG
AAGAATTTCCGGTTCCGGCGCTGCATCATCCGGTGTTTCAGCAGGAGAGCTTTACCCGTCAGGT
GCTGTGGAAACTGCTGAAAGTGGTTAAATTTGGCGAAGTGATTAGCTATCAGCAGCTGGCGGCC
CTGGCGGGTAATCCGGCGGCCACCGCCGCCGTTAAAACCGCGCTGAGCGGTAACCCGGTGCCG
ATTCTGATTCCGTGCCATCGTGTGGTTAGCTCTAGCGGTGCGGTTGGCGGTTATGAAGGTGGTCT
GGCGGTGAAAGAGTGGCTGCTGGCCCATGAAGGTCATCGTCTGGGTAAACCGGGTCTGGGAAC
CGGTGATGACGACGATAAGGCCATGGACAACACCGAGGACGTCATCAAGGAGTTCATGCAGTT
CAAGGTGCGCATGGAGGGCTCCGTGAACGGCCACTACTTCGAGATCGAGGGCGAGGGCGAGGG
CAAGCCCTACGAGGGCACCCAGACCGCCAAGCTGCAGGTGACCAAGGGCGGCCCCCTGCCCTT
CGCCTGGGACATCCTGTCCCCCCAGTTCCAGTACGGCTCCAAGGCCTACGTGAAGCACCCCGCC
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GACATCCCCGACTACATGAAGCTGTCCTTCCCCGAGGGCTTCACCTGGGAGCGCTCCATGAACT
TCGAGGACGGCGGCGTGGTGGAGGTGCAGCAGGACTCCTCCCTGCAGGACGGCACCTTCATCT
ACAAGGTGAAGTTCAAGGGCGTGAACTTCCCCGCCGACGGCCCCGTAATGCAGAAGAAGACTG
CCGGCTGGGAGCCCTCCACCGAGAAGCTGTACCCCCAGGACGGCGTGCTGAAGGGCGAGATCT
CCCACGCCCTGAAGCTGAAGGACGGCGGCCACTACACCTGCGACTTCAAGACCGTGTACAAGG
CCAAGAAGCCCGTGCAGCTGCCCGGCAACCACTACGTGGACTCCAAGCTGGACATCACCAACC
ACAACGAGGACTACACCGTGGTGGAGCAGTACGAGCACGCCGAGGCCCGCCACTCCGGCTCCC
AGTTGTACAACATGGCTTCTGGTCTGGTCGCCAGCAACCTGAATCTCAAACCTGGAGAGTGCCT
TCGAGTGCGAGGCGAGGTGGCTCCTGACGCTAAGAGCTTCGTGCTGAACCTGGGCAAAGACAG
CAACAACCTGTGCCTGCACTTCAACCCTCGCTTCAACGCCCACGGCGACGCCAACACCATCGTG
TGCAACAGCAAGGACGGCGGGGCCTGGGGGACCGAGCAGCGGGAGGCTGTCTTTCCCTTCCAG
CCTGGAAGTGTTGCAGAGGTGTGCATCACCTTCGACCAGGCCAACCTGACCGTCAAGCTGCCAG
ATGGATACGAATTCAAGTTCCCCAACCGCCTCAACCTGGAGGCCATCAACTACATGGCAGCTGA
CGGTGACTTCAAGATCAAATGTGTGGCCTTTGACTGA 
8.3 Rf-Werte der Dünnschichtchromatographien 
Tabelle 8.1: Rf-Werte zur Dünnschichtchromatographie der neuartigen Glykanderivate 
Es werden Mittelwerte mehrerer Messungen gezeigt, je nach Alter des Laufmittels und Durchführung der 
Chromatographie zeigten diese leichte Abweichungen voneinander. 
Substanz Rf 
Isopropanol-Laufmittel 
Rf 
Ethylacetat-Laufmittel 
Disaccharid 0,41 0,74 
Disaccharid-6-Aldehyd 0,29 0,79 
Disaccharid-α,β-ungesättigtes Aldehyd 0,67 0,82 
Disaccharid-Biotin (Hydrazon) 0,58 0,64 
Disaccharid-Biotin (Hydrazin) 0,55 0,50 
Tetrasaccharid 0,13 0,47 
Tetrasaccharid-6-Aldehyd 0,06 0,54 
Tetrasaccharid-α,β-ungesättigtes Aldehyd 0,35 0,76 
Tetrasaccharid-Biotin (Hydrazon) 0,34 0,35 
Tetrasaccharid-Biotin (Hydrazin) 0,30 0,26 
Hexasaccharid 0,03 0,18 
Hexasaccharid-6-Aldehyd 0 0,24 
Hexasaccharid-α,β-ungesättigtes Aldehyd 0,07 0,13 
Hexasaccharid-Biotin (Hydrazon) 0,12 0,13 
Hexasaccharid-Biotin (Hydrazin) 0,08 0,09 
BACH 0,68  
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8.4 NMR-Daten 
8.4.1 LacDiNAc-terminiertes Tetrasaccharid 
Tabelle 8.2: 
1
H- und 
13
C-NMR-Daten des LacDiNAc-terminierten Tetrasaccharids (600.23 MHz für 
1
H, 150.94 MHz für 
13
C, D2O, 30
o
C)  
 
 
Atom C m. H nH m. J(Kotake et 
al.) 
HMBC (C to H) 
Boc CO 158.45 S - 0   2‘ w 
 C 81.34 S - 0   (CH3)3 
 (CH3)3 27.95 Q 1.250 9 s  (CH3)3 
spacer 1‘ 44.47 T 3.48
a 
2 m   
 2‘ 39.56 T 3.082 2 m   
 CS 183.10 S - 0    
Glc
A 
1 82.89 D 5.29, 5.41 1 br s   
 2 54.26 D 3.728 1 m  2-Ac 
 3 72.87 D 3.617 1 m   
 4 78.37 D 3.554 1 m  5 w, 6d, 1
B 
 5 76.31 D 3.492 1 m  4 w, 6d w 
 6 60.19 T 3.768 
3.655 
1 
1 
m 
m 
  
 2-CO 175.25 S - 0   2-Ac 
 2-Ac 22.39 Q 1.833 3 s   
Gal
B 
1 103.15 D 4.292 1 d 7.9 2 
 2 70.24 D 3.414 1 dd 9.8, 7.9 1, 4 
 3 82.26 D 3.535 1 m  1, 2, 4, 1
C 
 4 68.58 D 3.956 1 d 3.3 3 
 5 75.13 D 3.53 1 m  1, 4 
 6 61.19 T 3.59 2 m  4 
Glc
C 
1 102.93 D 4.509 1 d 8.5 2, 3
B 
 2 55.23 D 3.609 1 m  1, 3, 2-Ac 
 3 72.87 D 3.553 1 m  1, 2, 4 
 4 79.26 D 3.462 1 m  3, 6d, 1
D 
 5 74.59 D 3.331 1 m  1, 6d 
 6 60.25 T 3.655 
3.471 
1 
1 
m 
m 
 4 
 2-CO 175.15 S - 0   2, 2-Ac 
 2-Ac 22.45 Q 1.850 3 s   
Gal
D 
1 101.98 D 4.346 1 d 8.5 2, 5, 4
C 
 2 52.82 D 3.747 1 m  1, 3, 4, 2-Ac 
 3 70.94 D 3.569 1 m  1, 2, 4 
 4 67.87 D 3.762 1 d  5 
 5 75.57 D 3.54
a 
1 m  1, 4 
 6 61.19 T 3.59
a 
2 m  4 
 2-CO 175.01 S - 0   2, 2-Ac 
 2-Ac 22.45 Q 1.884 3 s   
a HSQC Signal 
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8.4.2 6-Aldo-Glykane 
Tabelle 8.3: 
1
H- und 
13
C-NMR-Daten des 6-Aldehyd des Disaccharid-linker-tBoc (600.23 MHz für 
1
H, 
150.94 MHz für 
13
C, D2O, 30°C 
 Atom C m. H nH m. J(Kotake et 
al.) 
HMBC (C to H) 
Boc CO 158.21 S - 0   2‘ 
 C 81.04 S - 0   (CH3)3 
 (CH3)3 27.66 Q 1.147 9 s   
spacer 1‘ 44.11 T 3.389 2 m  2 w 
 2‘ 39.29 T 2.980 2 m   
 CS n.d. S - 0    
Glc
A 
1 82.63 D n.d. 1    
 2 53.90 D 3.637 1 m  3, 4 w, 2-Ac 
 3 72.71 D 3.532 1 dd ΣJ = 18.0 4 w 
 4 78.93 D 3.460 1 dd ΣJ = 18.1 1
B
, 6u, 6d 
 5 75.87 D 3.407 1 m  4 
 6 59.94 T 3.668 1 dd  4 
    3.570 1 dd 12.5, 4.0  
 2-Ac 22.02 Q 1.734 3 s   
 CO 175.00 S - 0   2-Ac 
Gal
B 
1 103.18 D 4.216 1 d 7.8 2, 3, 5, 4
A 
 2 70.65 D 3.291 1 dd 9.9, 7.8 1 w, 3, 4 
 3 72.39 D 3.393 1 dm 9.9 1 w, 3, 4, 5 w 
 4 67.97 D 3.808 1 m ΣJ = 5.3 3, 5, 6 w 
 5 76.91 D 3.185 1 m ΣJ = 10.2 6 
 6 87.98 D 4.861 1 dm 7.4, ΣJ = 1.8 4, 5 
w - schwaches Signal (weak);  n.d. – nicht detektiert (not detected); u - up-field; d - down-field 
 
Tabelle 8.4: 
1
H- und 
13
C-NMR-Daten des 6-Aldehyd des Tetrasaccharid-linker-tBoc (600.23 MHz für 
1
H, 150.94 MHz für 
13
C, D2O, 30
o
C) 
 
 
Atom C m. H nH m. J(Kotake et 
al.) 
HMBC (C to H) 
Boc CO 158.29 S - 0    
 C 81.19 S - 0   (CH3)3 
 (CH3)3 27.78 Q 1.249 9 s   
spacer 1‘ 44.32 T 3.480 2 m   
 2‘ 39.42 T 3.082 2 m   
 CS n.d. S - 0    
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Atom C m. H nH m. J(Kotake et 
al.) 
HMBC (C to H) 
Glc
A 
1 82.81 D n.d. -    
 2 54.09 D 3.73
a 
1 m  3, 4, 2-Ac 
 3 72.72 D 3.64
a 
1 m   
 4 78.22 D 3.55
a 
1 m  6u, 6d, 1
B 
 5 76.15 D 3.49
a 
1 m  4, 6d 
 6 60.11 T 3.77
a 
1 m  4 
    3.66
a 
1 m   
 2-Ac 22.13 Q 1.833 3 s   
 CO 175.10 S - 0   2 
Gal
B 
1 103.00 D 4.294 1 d 7.2 2, 4
A 
 2 70.09 D 3.423 1 m   
 3 82.09 D 3.546 1 m  1, 2, 4, 1
C 
 4 68.43 D 3.970 1 dm 2.4  
 5 74.91 D 3.54
a 
1 m  1, 4, 6 
 6 61.04 T 3.57
a 
2 m  4, 5 
Glc
C 
1 102.75 D 4.52
a 
1 m  2, 3
B 
 2 55.22 D 3.62
a 
1 m  3, 2-Ac 
 3 72.41 D 3.57
a 
1 m   
 4 79.29 D 3.54
a 
1 m  5, 6u, 6d, 1
D 
 5 74.53 D 3.41
a 
1 m  6u, 6d 
 6 60.03 T 3.77
a 
1 m  4 
    3.66
a 
1 m   
 2-Ac 22.30 Q 1.852 3 s   
 CO 175.01 S - 0   2, 2-Ac 
Gal
D 
1 103.28 D 4.300 1 d 7.0 2, 5 
 2 70.81 D 3.379 1 m   
 3 72.56 D 3.488 1 m   
 4 68.11 D 3.907 1 dm 2.6 6 
 5 77.02 D 3.280 1 dm 7.4  
 6 88.14 D 4.955 1 d 7.4 1, 5 
a HSQC Signal; w - schwaches Signal (weak);  n.d. – nicht detektiert (not detected); u - up-field; d - down-field 
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8.4.3 α,β-ungesättigte Aldehyde 
Tabelle 8.5: 
1
H- und 
13
C-NMR-Daten des α,β-ungesättigten Aldehyds des Disaccharid-linker-tBoc 
(600.23 MHz für 
1
H, 150.94 MHz für 
13
C, D2O, 30
o
C) 
 
 
Atom C m. H nH m. J(Kotake et 
al.) 
HMBC (C to H) 
Boc CO 158.22 S - 0   2‘ 
 C 81.03 S - 0   (CH3)3 
 (CH3)3 27.66 Q 1.149 9 s   
spacer 1‘ 44.10 T 3.39
a 
2 m   
 2‘ 39.28 T 2.983 2 m   
 CS n.d. S - 0    
Glc
A 
1 82.76 D n.d. 1    
 2 54.48 D 3.62
a 
1 m  2-Ac w 
 3 75.13 D 3.50
a 
1 m   
 4 77.83 D 3.53
a 
1 m  1
B
, 6d, 5w 
 5 76.03 D 3.38
a 
1 m   
 6 59.83 T 3.65
a 
1 m   
    3.56
a 
1 m   
 2-Ac 22.00 Q 1.730 3 s   
 CO 174.98 S - 0   2-Ac 
Gal
B 
1 100.24 D 5.005 1 d 5.0 2, 3, 6, 4
A 
 2 69.79 D 3.671 1 dd 5.0, 4.6  
 3 65.66 D 4.079 1 dd 4.6, 3.9  
 4 122.96 D 5.949 1 d 3.9 2, 3 
 5 147.76 S - 0   1, 3, 4, 6 
 6 189.72 D 8.931 1 s  4, 3 
a HSQC Signal; w - schwaches Signal (weak);  n.d. – nicht detektiert (not detected); u - up-field; d - down-field 
 
Tabelle 8.6: 
1
H- und 
13
C-NMR-Daten des α,β-ungesättigten Aldehyds des Tetrasaccharid-linker-tBoc 
(600.23 MHz für 
1
H, 150.94 MHz für 
13
C, D2O, 30
o
C) 
 
 
Atom C m. H nH m. J(Kotake et 
al.) 
HMBC (C to H) 
Boc CO 158.29 S - 0    
 C 81.2
x 
S - 0   (CH3)3 
 (CH3)3 27.78 Q 1.250 9 s   
spacer 1‘ 44.3
x 
T 3.48
a 
2 m   
 2‘ 39.3
x 
T 3.083 2 m   
 CS n.d. - - 0    
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Glc
A 
1 n.d. - n.d. -    
 2 54.09 D 3.74
a 
1 m   
 3 72.7
x 
D 3.63
a 
1 m   
 4 78.22 D 3.55
a 
1 m  1
B
 
 5 76.12 D 3.49
a 
1 m   
 6 60.03 T 3.77
a 
1 m  4 
    3.65
a 
1 m   
 2-Ac 22.12
 
Q 1.833 3 s   
 CO 175.10 S - 0   2-Ac 
Gal
B 
1 103.00 D 4.292 1 d 7.9 2, 3 
 2 69.97 D 3.419 1 dd 10.9, 7.9 1, 3, 4 
 3 82.08 D 3.53
a 
1 m  1, 2, 4, 1
C 
 4 68.43 D 3.966 1 d 2.9 3 
 5 75.09 D 3.54
a 
1 m   
 6 61.03 T 3.57
a 
2 m  4, 5 
Glc
C 
1 102.83 D 4.51
a 
1 m  2, 3
B 
 2 55.80 D 3.60
a 
1 m  3 
 3 71.80 D 3.50
a 
1 m   
 4 78.22 D 3.61
a 
1 m  1
D 
 5 74.63 D 3.38
a 
1 m   
 6 60.03 T 3.74
a 
1 m  4 
    3.64
a 
1 m   
 2-Ac 22.27 Q 1.851 3 s   
 CO 175.01 S - 0   2, 2-Ac 
Gal
D 
1 100.38 D 5.086 1 d 5.1 2, 3, 6, 4
C
 
 2 70.07 D 3.752 1 dd 5.1, 4.7 1, 3, 4 
 3 65.88 D 4.179 1 dd 4.7, 3.8 2, 4 
 4 123.03 D 6.037 1 d 3.8 2, 3 
 5 147.86 S - 0   1, 3, 4 
 6 189.83 D 9.026 1 s  5 
a HSQC Signal; n.d. – nicht detektiert (not detected); x – breites Signal 
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8.4.4 6-biotinylierte Glykane 
Tabelle 8.7: 
1
H- und 
13
C-NMR-Daten des 6-biotinylierten Disaccharid-linker-tBoc (600.23 MHz für 
1
H, 
150.94 MHz für 
13
C, D2O, 30
o
C) 
 
 
Atom C m. H nH m. J(Kotake et 
al.) 
HMBC (C to H) 
Boc CO 158.44 S - 0   2‘ w 
 C 81.32 S - 0   (CH3)3 
 (CH3)3 27.96 Q 1.247 9 s  (CH3)3 
spacer 1‘ 44.50 T 3.48
a 
2 m   
 2‘ 39.57 T 3.081 2 m   
 CS 183.1
x 
S - 0    
Glc
A 
1 82.99 D 5.40, 5.28
a 
1 br s   
 2 54.49 D 3.75
a 
1 m  2-Ac 
 3 72.78 D 3.61
a 
1 m   
 4 77.91 D 3.60
a 
1 m  5, 6d, 1
B 
 5 76.47 D 3.49
a 
1 m  6d 
 6 60.19 T 3.776 1 dd 12.4, 1.5  
    3.668 1 dd 12.4, 4.4  
 2-CO 175.10 S - 0   2-Ac 
 2-Ac 22.32 Q 1.834 3 s   
Gal
B 
1 103.22 D 4.269 1 d 7.8 2, 3, 5, 4
A 
 2 71.19 D 3.361 1 dd 10.0, 7.8 1, 3, 4 
 3 72.84
b 
D 3.471 1 dd 10.0, 3.3  
 4 69.64 D 3.685 1 d 3.3 3, 6 
 5 72.86
b
 D 3.581 1 t 6.2  
 6 51.73 T 2.870 2 d 6.2 4, 5 
spacer2
 
1” 175.10 S - 0   2”, 3” 
 2” 33.88 T 2.028 2 t  3”, 4” 
 3” 25.02 T 1.416 2 m  2”, 4”, 5” 
 4” 25.84 T 1.131 2 m  2”, 3”, 5”, 6” 
 5” 28.28 T 1.331 2 m  6” 
 6” 39.34 T 3.011 1 dt 13.5, 6.8 2, 4”, 5” 
    2.979 1 dt 13.5, 6.8  
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biotin 1 176.84 S - 0   6”, 2, 3u, 3d 
 2 35.79 T 2.063 2 m  3u, 3d, 4 
 3 25.44 T 1.46
a 
2 
1 
m  2, 4, 5u, 5d 
 
4 28.11 T 1.230 2 m  2 
 5 27.95 T 1.547 1 m  6, 7, 9u 
    1.404 1 m   
 6 55.63 D 3.150 1 m  4, 5u, 5d, 7, 8, 9u 
 7 62.34 D 4.238 1 dd 7.8, 4.5 5u, 5d, 8, 9u, 9d w 
 8 60.51 D 4.423 1 dd 7.8, 5.0 7, 9u 
 9 39.95 T 2.815 1 dd 13.0, 5.0 7, 8 
    2.602 1 d 13.0  
 CO(NH)2 165.57 S - 0   7, 8 
a HSQC Signal; x – breites Signal; u - up-field; d - down-field; b – können verauscht sein 
 
Tabelle 8.8: 
1
H- und 
13
C-NMR-Daten des 6-biotinylierten Tetrasaccharid-linker-tBoc (600.23 MHz für 
1
H, 150.94 MHz für 
13
C, D2O, 30
o
C) 
 
 
Atom C m. H nH m. J(Kotake et 
al.) 
HMBC (C to H) 
Boc CO 158.46 S - 0   2‘ w 
 C 81.38 S - 0   (CH3)3 
 (CH3)3 27.95 Q 1.249 9 s  (CH3)3 
spacer 1‘ 44.46 T 3.483 2 m   
 2‘ 39.57 T 3.082 2 m   
 CS 183.1
x 
S - 0    
Glc
A 
1 82.90 D 5.29, 5.41
a 
1 br s   
 2 54.26 D 3.73
a 
1 m  4 w, 2-Ac 
 3 72.88 D 3.62
a 
1 m   
 4 78.40 D 3.55
a 
1 m  1
B 
 5 76.31 D 3.50
a 
1 m  4, 6d  
 6 60.21 T 3.77
a 
1 m   
    3.66
a 
1 m   
 2-CO 175.26 S - 0   2-Ac 
 2-Ac 22.30 Q 1.833 3 s   
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Atom C m. H nH m. J(Kotake et 
al.) 
HMBC (C to H) 
Gal
B 
1 103.19 D 4.296 1 d 7.9 2, 4
A 
 2 70.28 D 3.424 1 dd 9.9, 7.9 1, 3, 4 
 3 82.20 D 3.547 1 m  1, 2, 4, 1
C 
 4 68.62 D 3.972 1 d 3.3 3 
 5 75.16 D 3.542 1 m  1, 4, 6 
 6 61.21 T 3.569 2 m  4, 5 
Glc
C 
1 103.03 D 4.529 1 d 8.5 2, 3
B 
 2 55.64 D 3.638 1 dd 9.9, 8.5 1, 3 
 3 72.43 D 3.537 1 dd 9.9, 9.5 1, 2, 4 
 4 78.16 D 3.585 1 m  3, 6d, 1
D 
 5 74.94 D 3.401 1 ddd 9.7, 4.6, 2.4 1, 4, 6u, 6d 
 6 60.17 T 3.776 1 m  4 
    3.670 1 m   
 2-CO 174.99 S - 0   2-Ac 
 2-Ac 22.48 Q 1.853 3 s   
Gal
D 
1 103.09 D 4.262 1 d 7.9 2, 4
C 
 2 71.21 D 3.349 1 dd 9.9, 7.9 1, 3, 4 
 3 72.84 D 3.471 1 dd 9.9, 3.4 1, 2 
 4 69.66 D 3.686 1 m  3, 5, 6 
 5 72.92 D 3.535 1 m  6 
 6 51.75 T 2.868 2 d 6.2 4, 5 
spacer2
 
1” 175.19 S - 0   2”, 3” 
 2” 33.89 T 2.032 2 m  3”, 4” 
 3” 25.00 T 1.415 2 m  2”, 4”, 5” 
 4” 25.83 T 1.132 2 m  2”, 3”, 5”, 6” 
 5” 28.27 T 1.333 2 m  4”,6” 
 6” 39.34 T 3.009 1 dt 13.5, 6.8 4”, 5”, 2 
    2.908 1 dt 13.5, 6.8  
biotin 1 176.87 S - 0   2, 3, 6” 
 2 35.78 T 2.066 2 m  3, 4 
 3 25.44 T 1.46
a 
2 m  2, 4, 5u, 5d 
 
4 28.09 T 1.231 2 m  2, 6 
 5 27.92 T 1.547 1 m  6, 7 w, 9u w 
    1.405 1 m   
 6 55.64 D 3.156 1 m  4, 5u, 5d, 7, 8, 9u 
 7 62.34 D 4.243 1 dd 7.9, 4.6 5u, 5d, 8, 9u 
 8 60.51 D 4.429 1 ddd 7.9, 5.0, 0.7 7, 9u 
 9 39.95 T 2.819 1 dd 13.0, 5.0 7, 8 
    2.607 1 d 13.0  
 CO(NH)2 165.58 S - 0  
 
 7, 8, 9u 
a HSQC Signal; w - schwaches Signal (weak); u - up-field; d - down-field; ; x – breites Signal 
 
 
 
 
Anhang 
222 
Tabelle 8.9: 
15
N-NMR-Daten des 6-biotinylierten Tetrasaccharid-linker-tBoc (600.23 MHz für 
1
H, 
60.82 MHz für 
15
N, D2O, 30
o
C) 
Atom N
a HMBC (N to H) 
2-NHAc
A 121.0 2-Ac
A
, 3
A 
2-NHAc
C 121.0 2-Ac
C
, 3
C 
6
D
-NH 65.2 5
D
, 6
D 
1”-NH 146.6 6
D
, 2” 
6”-NH 125.6 6”, b2 
b7-NH 90.7 b7, b9-u, b9-d 
b8-NH 81.9 b6, b8 
a  - 1H – 15N HMBC Signal 
 
8.5 Kalibrierungen 
8.5.1 Bradford 
Abbildung 8.6: Beispielhafte Kalibriergerade für die Proteingehaltsbestimmung nach Bradford 
Die Absorption bei 595 nm ist gegen die BSA-Konzentration aufgetragen. Dazu wurde von Mittelwerten 
dreier Einzelmessungen der mittlere Wert einer Messung ohne BSA subtrahiert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
BSA [µg/mL]
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
0
0,1
0,2
0,3
0,4
Bradford Regression
y = A + Bx: A B R^2
STD#1 (Standards: Concentration vs Mean OD V... -0,011 0,004 0,997
Anhang 
223 
8.5.2 Gelfiltration 
Abbildung 8.7: Kalibrierungsgerade der Gelfiltration für das His6-SNAP-YFP-Gal-3 
Der Verteilungskoeffizient unterschiedlicher Standardproteine ist gegen den Logarithmus des Molekular-
gewichts aufgetragen. Mithilfe der Regressionsgerade kann das Molekulargewicht anhand des 
Elutionsvolumens berechnet werden. 
 
8.5.3 HPLC-Messung GlcNAc-linker-tBoc 
Abbildung 8.8: Kalibrierung der HPLC-Konzentrationsbestimmung mit GlcNAc-linker-tBoc 
Die Peakfläche bei 254 nm nach Integration des Peaks ist gegen die GlcNAc-linker-tBoc-Konzentration 
aufgetragen. Die Kalibrierung wurde mit 20 µL Injektionsvolumen bei einer Flussrate von 0,5 mL/min 
durchgeführt. 
Thyroglobulin 
Carbonic Anhydrase 
Ovalbumin 
Conalbumin 
Aldolase 
Ferritin 
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8.6 Medien und Puffer 
8.6.1 Medien 
Nährlösung und Kaliumphosphatlösung wurden einzeln autoklaviert und im Verhältnis 9:1 
zum endgültigen TB-Medium gemischt. 
LB-Medium TB-Medium    
  Nährlösung  Kaliumphosphatlösung 
5 g/L NaCl 0,44% [v/v] Glycerin 23,1 g/L KH2PO4 
5 g/L  Trypton 13,33 g/L  Trypton 125,4 g/L K2HPO4 
10 g/L Hefeextrakt 26,67 g/L Hefeextrakt   
 
Alle Medien wurden nach dem Autoklavieren zur Selektion auf Zellen, die den Vektor 
enthalten, mit 100 µg/mL sterilfiltriertem Ampicillin und gegebenenfalls weiteren 
Antibiotika versetzt. 
8.6.2 IMAC-Puffer 
Äquilibrierungspuffer  Waschpuffer  Elutionspuffer  
50 mM  50 mM  50 mM Na2HPO4 pH 8 
300 mM  300 mM  300 mM NaCl 
10 mM  20 mM  250 mM Imidazol 
8.6.3 Amylose-Harz-Affinitätschromatographie-Puffer 
Äquilibrierungspuffer Elutionspuffer  
20 mM 20 mM MOPS pH 6,5 
200 mM 200 mM NaCl 
5 mM 5 mM β-Mercaptoethanol 
1 mM 1 mM EDTA 
 20 mM Maltose 
8.6.4 Laktose-Agarose-Affinitätschromatographie-Puffer 
Äquilibrierungspuffer Elutionspuffer  
20 mM 20 mM Na2HPO4 pH 8 
100 mM 100 mM NaCl 
5 mM 5 mM DTT 
1 mM 1 mM EDTA 
 300 mM Laktose 
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8.6.5 SDS-Gele und Puffer für SDS-PAGE 
Substanz Trenngel 
16%-ig 
Trenngel 
12%-ig 
Sammelgel 
4%-ig 
Acrylamid 30% 13,4 mL 10 mL 1,7 mL 
Millipore-Wasser 1,4 mL 4,8 mL 4,9 ml 
Trenngelpuffer (1 M Tris-HCl pH 8,8) 9,4 mL 9,4 mL  
Sammelgelpuffer (0,37 M Tris-HCl pH 6,8)   4,2 mL 
10% SDS-Lösung 250 µL 250 µL 125 µL 
Tetramethylethylendiamin 6,25 µL 6,25 µL 5 µL 
50 mg/mL Ammoniumperoxidsulfat 625 µL 625 µL 1 mL 
 
SDS-Laufpuffer  Transferpuffer  
25 mM  25 mM Tris HCl pH 8,3 
129 mM  129 mM Glycin 
0,1%  0,1% SDS 
  10% [v/v] Methanol 
 
Coomassie-Färbelösung  Entfärbelösung  
40% [v/v]  40 % [v/v] Ethanol 
10% [v/v]  10% [v/v] Konzentrierte Essigsäure 
0,1% [w/v]   Coomassie Blue R-250 
8.6.6 Puffer für die Herstellung der His6-SNAP-YFP-Gal-3-Säulen 
Kopplungspuffer (pH 8,3)  Blocking-Puffer (pH 8,3)  
Na2CO3 0,2 M Ethanolamin 0,5 M 
NaCl 0,5 M NaCl 0,5 M 
Tris-Puffer (pH 8,4)  Acetatpuffer (pH 4,5)  
Tris 0,1 M Na-Acetat 0,1 M 
NaCl 0,5 M   
8.6.7 Puffer für Glykanverdau und -analytik 
Phosphat-Puffer (pH 7,5) Anteile Citrat-Phosphat-Puffer (pH 4,5) Anteile 
50 mM Na2HPO4 80 % 10 mM Zitronensäure 60 % 
50 mM NaH2PO4 20 % 20 mM Na2HPO4 40 % 
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Natriumtetraboratpuffer  
20 mM  Na2B4O7 pH 9,4 
50 mM SDS 
8.6.8 Weitere Puffer 
TBS-(Tween)   PBS-(Tween)  
10 mM Tris HCl pH 7,2  50mM  NaH2PO4 pH 7,5 
150 mM NaCl  150 mM  NaCl 
0,1% [v/v]  Tween 20  0,05% [v/v] Tween 20 
 
Natriumcarbonatpuffer   
100 mM Na2CO3 pH 9,6   
 
TAE-Puffer für Agarosegele  
0,4 M Tris 
0,01 M EDTA 
0,01 M NaOH 
 
8.7 Verwendete Geräte und Chemikalien 
8.7.1 Geräte 
ÄktaPrime Äkta™prime 
PrimeView™ Software 
GE Healthcare, Freiburg 
Autoklav Zentracert 5169 
Steuerung SPS 2003 mit 
APC 620 
F. u. M. Lautenschläger 
GmbH und Co KG, Köln 
Blotapparatur Xcell II™ Blot Modul, 
Version G 
Invitrogen, Paisley, UK 
Fluoreszenzphotometer Synergy™2 
Software Gen5 1.07 
BioTek, Bad Friedrichshall 
Geldokumentationssystem VersaDoc 4000 MP oder 
GelDoc XR 
Software QuantitiyOne 
Bio-Rad Laboratories, 
Hercules, USA 
Gelkammer vertikal Xcell SureLock™ Mini-
Cell, Version G 
Invitrogen, Paisley, UK 
Gelkammer horizontal SubCell Bio-Rad Laboratories, 
Hercules, USA 
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HPLC Probengeber ASI-100 
Detektor 160S 
Pumpe P680 
Chromeleon Software 
(Client Version 4.10 Build 
2.80) 
Dionex GmbH, Idstein 
 
HPLC Probengeber ASI-100 
Pumpe P580 
Chromeleon Software 
Detektor 160S 
Dionex GmbH, Idstein 
 
 
Gynkotek GmbH, 
Germering 
HPLC Probengeber 3900 
Smartline Pump 1000 
Knauer, Berlin 
HPLC-Säulen Lichrospher 100RP 18-5µ 
EC 250x4 mm 
Multokrom 100-5 C18 
250x4 mm 
Eurospher 100-10 C18 
250x20 mm 
CS Chromatographie-
Service GmbH, Langerwehe 
CS Chromatographie-
Service GmbH, Langerwehe 
Knauer, Berlin  
 
Inkubator Multitron
®
 Infors, Bottmingen 
Kapillarelektrophorese P/ACE MDQ Glycoprotein 
System  
32 Karat Software Version 
5.0  
Beckman Coulter, Krefeld 
Mikrotiterplatten 
   Für Photometer 
 
Rotilabo F-Profil 
 
Roth, Karlsruhe 
   Aminoreaktiv Nunc Immobilizer™ 
Amino Surface 
Nunc GmbH, Wiesbaden 
   Adsorptiv Nunc-Immuno™ 
Module U16 MaxiSorb 
Nunc GmbH, Wiesbaden 
   UV-geeignet UV-Star Greiner bio-one, 
Kremsmünster, Österreich 
   Streptavidin-beschichtet Streptavidin-Platte Greiner bio-one, 
Kremsmünster, Österreich 
Massenspektrometer MSQ Plus Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, USA 
PCR-Cycler Mastercycler gradient Eppendorf 
pH-Meter pH-Meter CG842 Schott, Mainz 
Photometer SPECTRAmax Plus 
SOFTmax Pro Software 
Molecular Devices, 
Ismaning 
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Photometer Tecan Sunrise Tecan, Männedorf, 
Österreich 
Pumpe Peristaltik-Pumpe P1 GE Healthcare, Freiburg 
Rotationsverdampfer Heidolph VV1 Heidolph Instruments 
GmbH, Schwabach 
Säulen für 
Festphasenextraktion 
C18 Sep-Pak
®
-Säulen Waters GmbH, Eschborn 
Sterilbank Hera Safe Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, USA 
Tischautoklav Systec 2540EL Tuttnauer GmbH, Breda, 
Niederlande 
Ultraschallaufschluss Sonopuls Bandelin, Berlin 
Vakuumzentrifuge Concentrator Plus Eppendorf 
VivaSpin-Konzentratoren VivaSpin 20 und 500 VivaScience, Hannover 
Wippschüttler Polymax 1040 Heidolph Instruments 
GmbH, Schwabach 
Zentrifuge Rotina 35R Hettich, Tuttlingen 
Zentrifuge Rotanta 460R Hettich, Tuttlingen 
Zentrifuge Sorvall Evolution RC Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, USA 
 
8.7.2 Chemikalien 
8-Aminopyren-1,3,6-Trisulfonat Beckman Coulter, Krefeld  
Alkalische Phosphatase Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
Aminobenzylguanin New England Biolabs, Ipswich, USA 
Institut für organische Chemie der RWTH Aachen 
Ammoniumperoxidsulfat Roth, Karlsruhe 
Ampicillin Natriumsalz Roth, Karlsruhe 
Anti-Fibronektin aus Kaninchen Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Anti-Gal-3-Antikörper BioLegend, Fell, Deutschland 
Anti-His6-Peroxidase Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
Anti-Kaninchen-Peroxidase Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Anti-Laminin aus Kaninchen Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Anti-Maus-Antikörper Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Asialofetuin Galab, Geesthacht 
Chloramphenicol Roth, Karlsruhe 
Coomassie Brilliant Blue G-250 Roth, Karlsruhe 
Diaminobenzidin-Substrat Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
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Dithiothreitol Merck, Darmstadt 
E. coli BL21(DE3) Novagen, Darmstadt 
Enterokinase Novagen, Darmstadt 
Essigsäure Roth, Karlsruhe 
Ethanol Roth, Karlsruhe 
Ethanolamin Roth, Karlsruhe 
Ethylendinitroltetraessigsäure 
Dinatriumsalz 
Roth, Karlsruhe 
Fetuin Galab, Geesthacht 
Fibronektin aus humanem Plasma Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
GelRed Biotium, Hayward, USA 
GlcNAc-linker-tBoc zur Verfügung gestellt vom Institut für 
Mikrobiologie, Akademie der Wissenschaften, Prag, 
Tschechische Republik 
Glukose-Leiter-Standard Beckman Coulter, Krefeld 
Glycerin Roth, Karlsruhe 
Griffonia simplicifolia Lektin VectorLabs, Burlingame, USA 
H2O2 Fluka, Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Hefeextrakt MP Biomediacals, LLC, Solon/Ohio 
Imidazol Roth, Karlsruhe 
IPTG Roth, Karlsruhe 
K2HPO4 Roth, Karlsruhe 
KH2PO4 Roth, Karlsruhe 
KOD-Polymerase-Kit Merck, Darmstadt 
Laminin aus Maus-EHS-Sarcoma 
der Basalmembran (Laminin-1) 
Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
LDS Probenpuffer Invitrogen™, Paisley, UK 
Maltose-Standard Beckman Coulter, Krefeld 
MES Roth, Karlsruhe 
Methanol Roth, Karlsruhe 
MnCl2 Merck, Darmstadt 
MOPS Roth, Karlsruhe 
MTO Dowex
®
 M43 
Anionenaustauschharz 
Supelco, Bellefonte, USA 
Na2B4O7 Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
NaCNBH3 Fluka, Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Fertiglösung in THF, Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Na2CO3 Merck, Darmstadt 
NaCl Roth, Karlsruhe 
Neuraminidase Typ V aus 
Clostridium perfringens  
Sigma-Aldrich, Taufkirchen  
 
NHS-PEG-Biotin Iris Biotech, Marktredwitz 
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NHS-Sepharose fast flow GE Heathcare 
Ni
2+
-NTA-Material Qiagen, Hilden 
OPD Tabletten DakoCytomation, Glostrüp, Dänemark 
p-Dimethylamino-Zimtaldehyd Sigma-Aldrich, Taufkirchen  
pET-Duet-1 Novagen, Darmstadt 
pET-Duet-1 His6Gal-1C2S zur Verfügung gestellt von S. Etzold (Lehr- und 
Forschungsgebiet Biomaterialien, RWTH Aachen) 
pET-Duet-1 His6Gal-3 zur Verfügung gestellt von C. Rech (Lehr- und 
Forschungsgebiet Biomaterialien, RWTH Aachen) 
pET17-His6-SNAP-YFP-hSOM Zur Verfügung gestellt von T. Recker (Institut für 
Biochemie, Uniklinikum Aachen) 
Picolinboran-Komplex Sigma-Aldrich, Taufkirchen  
pJET Fermentas, St. Leon-Rot 
Plasmidpräparationskit Peqlab, Erlangen 
prestained protein ladder Fermentas, St. Leon-Rot 
PNGase F New England Biolabs, Ipswich, USA 
PVDF-Membran Bio-Rad, München 
Restriktionsenzyme Fermentas, St. Leon-Roth 
Rinderserumalbumin Fraktion V Roth, Karlsruhe 
SDS Roth, Karlsruhe 
Streptavidinperoxidase Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
TEMED Roth, Karlsruhe 
Tetracyclin Fluka 
Transferrin Galab, Geesthacht 
Tris Roth, Karlsruhe 
Triton X-100 Roth, Karlsruhe 
Trypton/ Pepton aus Casein Roth, Karlsruhe 
Tween
® 
20 AppliChem, Darmstadt 
Vectashield mounting medium Vector laboratories, Burlingame, USA 
α-Laktose Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
β-Galaktosidase (Biolactasa NTL) Biocon, Barcelona, Spanien  
 
8.8 Verzeichnisse 
8.8.1 Abkürzungsverzeichnis 
°C Grad Celsius 
ACN Acetonitril 
APS Ammoniumperoxidsulfat 
APTS 8-Aminopyren-1,3,6-Trisulfonat 
ASF Asialofetuin 
bp Basenpaare 
BSA Bovines Serum albumin (Rinderserumalbumin) 
CRD carbohydrate recognition domain 
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Da Dalton 
DAB Diaminobenzidin 
DC Dünnschichtchromatographie 
DMF N,N-Dimethylformamid 
DNS Didesoxyribonukleinsäure 
DTT Dithiothreitol 
DWI Deutsches Wollforschungsinstitut 
E. coli Escherichia coli 
ECM extracellular matrix (Extrazelluläre Matrix) 
EDTA Ethylendinitroltetraessigsäure Dinatriumsalz 
EHS Engelbreth-Holm-Swarm 
ESI Elektrosprayionisation 
Gal Galaktose 
GalNAc N-Acetylgalaktosamin 
Glc Glukose 
GlcNAc N-Acetylglukosamin 
h Stunde 
HPLC High Performance Liquid Chromatography 
IMAC Immobilisierte Metallionen-Affinitätschromatographie 
IPTG Isopropyl-β-D-Thio-Galaktosid 
L Liter 
LacNAc N-Acetyllaktosamin 
M Molar 
min Minute 
MS Massenspektrometrie 
NHS N-hydroxysuccinimid 
Ni
2+
-NTA Nickel(II)-nitrilotriessigsäure 
nm Nanometer 
NTA Nitrilotriessigsäure 
OD Optische Dichte 
OPD o-Phenylendiamin 
p-DACA p-Dimethylaminocinnamaldehyde (p-Dimethylamino-Zimtaldehyd) 
PBS phosphate buffered saline 
R² Korrelationskoeffizient 
RT Raumtemperatur 
SDS sodium dodecylsulfate (Natriumdodecylsulfat) 
SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese 
tBoc Tertiäres Butyloxycarbonyl 
TBS Tris buffered saline 
TEMED N´,N´,N´,N´-Tetramethylethylendiamin 
TNBS 2,4,6-Trinitrobenzolsulfonsäure 
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
UDP-Gal Uridin-5´-diphosphat-N-D-Galaktose 
UDP-GlcNAc Uridin-5´-diphosphat-N-Acetyl-D-Glukosamin 
Upm Umdrehungen pro Minute 
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